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is  improved over  that of currently used agents. We  face  this challenge by  following 
two different strategies. 
On the one hand, as new drugs are often discovered serendipitously by testing  large 
chemical  libraries, we decided  to  implement an  in‐house high‐throughput screening 
(HTS)  that  will  enable  us  to  test  cytotoxicity  both  on  Leishmania 
promastigotes/amastigotes  and  two  different  human  cell  lines  (Jurkat  and  THP‐1). 
Using  this HTS method we  tested more  than 160  compounds.  The outcome  in  the 
treatment  of  amastigote‐infected  THP‐1  cells  was  seven  hits,  four  of  them  of 
comparable  or  even  better  activity  than  edelfosine,  a  reference  standard 
antileishmanial drug. These derivatives  thus  represent new  leads  for  further studies 
aimed at establishing their mechanism of action. 
On  the  other  hand,  we  pursued  an  innovative  approach  in  the  treatment  of 
leishmaniasis  consisting of  inhibiting  the dimerization of  the enzyme  trypanothione 
reductase  (TryR),  an  essential  homodimeric  flavoenzyme  unique  to  kinetoplastid 
parasites  including  Trypanosoma,  responsible  for  Chagas  disease  and  sleeping 
sickness, and Leishmania, responsible for cutaneous and visceral leishmaniasis. TryR is 
thought  to  be  the  central  enzyme  in  the  redox  metabolism  of  these  protozoans 
because it alone couples the transfer of reducing equivalents from the NADP+/NADPH 
pair to thiol‐containing species. 
By means  of  structure‐based  computational  studies we  found  the  hot‐spots  in  the 
dimeric  interface presumably  responsible  for  the  largest part of  the  intermolecular 
affinity.  Using  molecular  biology,  biochemistry  and  oligomerization  detection 
techniques,  we  have  found  that  glutamic  436  (E436),  one  of  the  three  initial 
candidates identified as putative hot‐spots, is a key residue for TryR dimerization. On 
the  basis  of  these  findings  we  then  designed  a  peptide  that  inhibits  both  TryR 














































































La  leishmaniasis es una enfermedad parasitaria que se  transmite por  la picadura de 
dípteros de los géneros Lutzomyia y Phlebotomus. A día de hoy, hasta 350 millones de 
personas  en  88  países  diferentes  están  en  riesgo  de  contraer  la  enfermedad.  Se 
estima que hay 12 millones de infectados, con una tasa de 2 millones de nuevos casos 
de infección al año.  
La  leishmaniasis visceral (LV) es  la forma más severa de esta enfermedad y ataca  los 
órganos internos, principalmente hígado y bazo. Sin tratamiento, es fatal en un plazo 
máximo de dos años. La  leishmaniasis cutánea (LC) es  la forma más común; produce 
úlceras  en  cara  y  extremidades  y,  aunque  dichas  úlceras  pueden  curarse 
espontáneamente,  dejan  severas  cicatrices  permanentes,  asociándose  a  la  LC 





síndrome  de  inmunodeficiencia  adquirida  (SIDA)  por  una  inmunosupresión 


















Desde  un  punto  de  vista  histórico,  es  más  sencillo  considerar  la  forma  del  Viejo 
Mundo  en  primer  lugar.  La  leishmaniasis  cutánea  (LC)  del  Viejo Mundo,  conocida 
como  “úlcera de Oriente”, es una enfermedad antigua, existiendo  referencias a  sus 





de  Balkh”  en  la  zona  norte  del  Afganistán  actual  3.  Posteriormente  se  registraron 
casos de úlcera oriental  en diferentes  ciudades de  la misma  zona,  como Bagdad o 
Jericó,  dándosele  nombres  locales  que  perduran  hoy  en  día.  En  1756  Alexander 
Russel, examinando a un paciente turco a su cargo, realizó una de las primeras y más 
importantes  descripciones  clínicas  de  la  enfermedad  que  en  aquella  zona  se 









 desagradables  y  permanentes  que  permanecen  con  una  tonalidad  pálida  durante 
varios meses. Mientras  no  están  irritadas,  raras  veces  producen  dolor. Afecta  a  los 
nativos  cuando  son  niños,  apareciendo  generalmente  en  la  cara,  aunque  también 






primeros  casos de  “kala azar”  fueron  registrados en  Jessore,  India, en 1824, donde 
pacientes que se pensaba que sufrían fiebres debidas a la malaria, no respondieron al 





podrían  o  no  ser  parásitos  de  Leishmania  5.  Generalmente  se  atribuye  su 
descubrimiento a James Homer Wright 6, 7 pese a que previamente el cirujano militar 
ruso P. F. Borovsky había publicado el mismo descubrimiento 6, 8 si bien, al hacerlo en 
ruso,  no  había  tenido  suficiente  difusión  en  el  ámbito  científico.  Por  otra  parte,  el 














andina”, que  cursaba  con úlceras  cutáneas. Posteriormente,  las malformaciones en 
boca y nariz de  los enfermos hicieron que  fuera conocida como “lepra blanca”  10‐12. 
Inicialmente  se  pensaba  que  las  leishmaniasis  del Viejo  y  el Nuevo Mundo  eran  la 
misma  enfermedad,  pero  en  1911  Gaspar  Vianna  descubrió  que  los  parásitos 
sudamericanos eran diferentes de  los africanos e  indios, creando una nueva especie, 
la  L. braziliensis  13. Desde entonces  se han descubierto más especies exclusivas del 
continente americano. 
Hasta  1921  14  no  se  descubrió  el  vector  involucrado  en  la  transmisión  de  la 
enfermedad,  los  flebótomos  o  Phlebotominae,  una  subfamilia  de  dípteros 
nematóceros de la familia Psychodidae, siendo el género Phlebotomus el responsable 
de  la  transmisión  en  el Viejo Mundo  y  el  género  Lutzomyia  en  el Nuevo.  El  actual 




tales  como  vectores,  distribución  geográfica,  tropismo,  propiedades  antigénicas  y 





Todos  los miembros  del  género  Leishmania  son  parásitos  de mamíferos.  Los  dos 
subgéneros,  Leishmania  y Viannia,  están  separados  en base  a  su  localización  en  el 
intestino  del  vector  19.  Posteriormente  se  utilizaría  el  análisis  de  isoenzimas  para 
determinar los complejos de especies de cada subgénero 32. 
Inicialmente, la clasificación de las especies se basó en distintos criterios extrínsecos, 
como  características  biológicas,  geográficas  y  clínicas;  por  ejemplo,  L.  guyanensis 




























Crithidia Leptomonas Herpetomonas Blastocrithidia Leishmania Sauroleishmania Trypanosoma Phytomonas Endotrypanum
Leishmania Viannia
L. donovani L. tropica L. major  L. aethiopica L. mexicana L. braziliensis L. guyanensis L. naiffi L. lainsoni
L. archibaldi L. killicki L. major  L. aethiopica L. amazonensis L. braziliensis L. panamensis L. naiffi L. lainsoni






















Generalmente,  estas  especies  presentan  diferentes  características  clínicas  y 
epidemiológicas, en función de los distintos perfiles genéticos y fenotípicos. La validez 









































aunque  una misma  especie  puede  generar  diferentes  síntomas  y  respuesta  a  las 
terapias. 
El área de distribución de las distintas formas de leishmaniasis se puede subdividir en 
“Nuevo Mundo”  (las  Américas)  y  “Viejo Mundo”  (África,  Asia  y  Europa).  Todas  las 












El  insecto vector de  la  leishmaniasis, el  flebotomo,  se encuentra en  todas  las  zonas 
intertropicales del planeta. Desconocida en gran medida en el mundo desarrollado, 
esta enfermedad es endémica en 88 países y más de 350 millones de personas están 
en  riesgo  de  contraerla.  Durante  los  últimos  10  años  y,  posiblemente,  como 




3. El 90% de  los casos de LC acontecen en Afganistán, Brasil,  Irán, Perú, Arabia 
Saudí y Siria. 
Debido a que  la  inmensa mayoría de  la población en riesgo vive en  la pobreza, esta 
enfermedad  suscita  muy  poco  o  ningún  interés  comercial  para  las  compañías 
farmacéuticas. Al igual que ocurre con muchas de las enfermedades que se ceban en 
los  estratos más pobres de  la  sociedad  y que provocan  alta morbilidad, pero poca 
mortalidad,  el  verdadero  alcance  de  la  leishmaniasis  permanece  oculto,  en  parte 
porque  muchos  de  los  enfermos  viven  en  zonas  remotas  y  en  parte  por  la 
discriminación  social  asociada  a  las  cicatrices  y  desfiguraciones  causadas  por  esta 
enfermedad.  Las minusvalías  asociadas  a  la  leishmaniasis  conllevan  una  gran  tara 
social,  especialmente  para  las mujeres  y  afectan  a  la  productividad  económica.  En 
numerosas  ocasiones  las  epidemias  han  retrasado  significativamente  la 
implementación  de  proyectos  de  desarrollo,  por  lo  que  se  ha  convertido  en  una 
enfermedad que impide el desarrollo socioeconómico.  
La LV puede producir epidemias a gran escala, con altas tasas de mortalidad. Se sabe 
que  la malnutrición es un  factor de  riesgo a  la hora de desarrollar esta  forma y  las 
epidemias  se  extienden  en  situaciones  de  hambruna,  emergencias  complejas  y 
grandes movimientos  de  población.  En  Sudán,  por  ejemplo,  entre  los  años  1984  y 
1994 se produjo una enorme epidemia. Al ser la primera de la zona, la población era 
altamente  susceptible.  Se  estima que  causó del orden de  100.000 muertes  en una 
población de 300.000 individuos en la zona noroeste del país vecina al Nilo. En 1997, 
el número de casos de LV en Sudán se disparó con un aumento del 400% respecto al 




los  trabajadores estacionales  y  los grandes movimientos de  la población originados 




rural  se  mantiene.  Olas  de  sequía,  falta  de  tierras  cultivables  y  hambruna  han 
producido  grandes migraciones  de  las  zonas  rurales  a  la  periferia  de  las  grandes 
ciudades, creando asentamientos muy masificados, con una infraestructura mínima y 
condiciones muy poco salubres. Así, se introduce un parásito nuevo en una zona con 
un  gran  número  de  potenciales  huéspedes  no  inmunes,  entre  los  que  campa  la 
malnutrición.  Los perros que  se mantienen en el entorno doméstico  constituyen el 
principal reservorio y los niños menores de 15 años son el grupo de mayor riesgo. 
Aunque lejos de ser letales, las epidemias de LC son un gran problema en Afganistán, 
donde  décadas  de  guerra  y  disturbios  han  servido  de  caldo  de  cultivo  para  la 
propagación de la enfermedad. Ésta ha rebrotado en 2002, con alrededor de 100.000 
casos  en  la  capital,  Kabul,  en  gran medida  por  el  retorno  de  refugiados  con  bajos 






a  la  enfermedad,  a  día  de  hoy  no  hay  vacunas  para  humanos  41,  por  lo  que  la 
prevención depende exclusivamente del control de vector y de los reservorios. 
En lo referente al control del flebotomo y en vista del poco éxito de las campañas de 
fumigación  de  los  hogares,  se  han  realizado  distintos  ensayos  en  áreas  de  LC 
endémica  en  Siria,  introduciendo  mosquiteras  para  cama  impregnadas  con 














y  la situación no hace sino empeorar ya que, debido a  la  falta de supervisión en  los 
tratamientos de los enfermos en las zonas de transmisión antroponótica, durante las 
últimas décadas se vienen desarrollando resistencias a las distintas quimioterapias. A 
día  de  hoy,  existen  siete  tipos  de  fármacos  en  distintas  fases  de  aplicación  para 
combatir esta enfermedad: 
1. Antimoniales pentavalentes (Sbv).  
La primera opción para el  tratamiento de  la  leishmaniasis  (first‐line  treatment) 
son  preparaciones  de  antimonio  pentavalente  como  el  Pentostam® 
(estibogluconato  de  sodio)  y  el  Glucantime®  (meglumina  antimoniato).  Se 
administran por vía parenteral durante un periodo de 10 a 30 días y el coste total 
del tratamiento oscila entre los 50 y 200 dólares americanos por enfermo. Estos 
compuestos  son  efectivos,  pero  bastante  tóxicos  atendiendo  a  la  relación 
eficacia/cantidad de SbV administrado, dañando el corazón del enfermo hasta el 
punto de alcanzar una mortalidad del 3‐6%. Al problema de la toxicidad hay que 
añadir  el  hecho  de  que  distintas  especies  de  Leishmania  han  desarrollado 
resistencias  a  estos  fármacos  en diversas  zonas de Viejo  y Nuevo mundo  a  lo 
largo de  los últimos 20 años 43, por  lo que se dan recaídas en el 10‐25% de  los 
casos de todas las formas de leishmaniasis.  
Durante  los  60  años  de  utilización  de  estos  fármacos,  no  se  ha  elucidado  su 
mecanismo  de  acción,  si  bien  se  sabe  que  realmente  son  profármacos,  que 
requieren de su reducción a  la  forma trivalente  (SbIII) para activarse 44. Se sabe 
que  los antimoniales trivalentes  inhiben  la tripanotión reductasa (TryR) y que  la 
reducción de  la TryR por  la nicotinamida adenina dinucleótido  fosfato  (NADPH) 
es  esencial  para  esta  inhibición  45.  In  vivo,  los  antimoniales  interfieren  en  el 
metabolismo  del  tripanotión  [T(SH)2],  induciendo  un  rápido  flujo  del  T(SH)2  y 




su  forma reducida  junto a  la NADPH y SbIII  47 ha sentado  las bases moleculares 
del mecanismo de acción de los antimoniales por inhibición de la actividad de la 















ergosterol presente en  la membrana plasmática de Leishmania,  frente a  la que 
tiene por el colesterol de las membranas de las células del mamífero anfitrión. Al 
agregarse y formar canales en la membrana del parásito provoca la pérdida iones 
y  solutos  intracelulares.  Sus  peligrosos  efectos  secundarios  (miocarditis  y 
disfunción  renal)  requieren  la  hospitalización  del  paciente  durante  un mes  y 
monitorización de  la  función renal. AmBisome® es  la  formulación  liposomal de 
AB  (AB‐L)  que  se  empezó  a  utilizar  en  1994  y  que,  si  bien  permite  dirigir  el 
fármaco  hacia  los  parásitos  51,  52,  aumenta  la  vida media  del  fármaco  y,  por 
consiguiente,  la posibilidad de aparición de  resistencias al mismo. Al presentar 
una toxicidad mucho más moderada, permite tratamientos endovenosos a altas 
concentraciones en una  sola  semana; a pesar de una  reducción del 90% de  su 
coste  (20 dólares por vial de 50 mg), el  tratamiento medio de 20 mg/kg dosis 
total  sigue  costando  300  dólares  y  este  fármaco  necesita  que  se mantenga  la 
cadena del frío durante su transporte y almacenamiento. 
4. Miltefosina (MIL). 
En el año 2002  se aprobó un nuevo  fármaco de primera opción para  tratar  la 
leishmaniasis  visceral  en  la  India,  la  hexadecilfosfocolina  o  miltefosina, 
comercializada  bajo  el  nombre  de  Impavido®  53.  Este  lisofosfolípido  utilizado 














cuenta  su  potencial  teratogenicidad,  por  lo  que  no  puede  ser  administrado  a 





eficaz,  segura y muy económica  (10 dólares) pero que  requiere 21  inyecciones 
intramusculares. Hasta el momento se ha utilizado en ensayos clínicos de fase III 
con administración parenteral para el  tratamiento de  la  LV  y  con uso  tópico  y 








el  itraconazol y el fluconazol. El  inconveniente reside en que  los amastigotes de 




aminoquinolina  con  un  amplio  espectro  de  actividad  anti‐protocítica  60  que 
puede administrarse oralmente y que se está empleando en ensayos clínicos en 
fase III que sugieren actividad, aunque no se descarta la nefrotoxicidad. Poco se 
















la  leishmaniasis  es  evidente,  ya  que  la  mayor  parte  de  los  existentes  son  caros, 
requieren largos periodos de tratamiento y se van haciendo cada vez menos efectivos. 





Leishmania  presenta  un  ciclo  de  vida  complejo  durante  el  cual  los  parásitos  están 
expuestos a diferentes entornos intra y extracelulares. Estos organismos son parásitos 
digenéticos con dos etapas principales en su ciclo vital: una etapa extracelular dentro 
de  un  huésped  invertebrado  (flebotomo)  y  una  intracelular  dentro  del  huésped 




Las hembras de  los  flebotomos  son hematófagas,  ya que  la  sangre es necesaria 
para obtener las proteínas necesarias para fabricar huevos. De los seis géneros de 
flebotomo que se conocen, sólo dos tienen  importancia médica: Phlebotomus en 
el  Viejo Mundo  (dividido  en  12  subgéneros)  y  Lutzomyia  en  el  Nuevo Mundo 
(dividido  en  25  subgéneros).  Todos  los  vectores  de  la  leishmaniasis  conocidos 
pertenecen  a  estos  dos  géneros.  De  entre  las  500  especies  de  flebotomos 
existentes, sólo 31 han sido  identificadas como vectores de especies patogénicas 











 Dentro  del  vector,  Leishmania  se  desarrolla  en  las  formas  infectivas  conocidas 
como  promastigotes,  etapas  extracelulares  en  las  que  el  parásito  adquiere  una 
forma alargada (5‐20 µm x 1‐4 µm) y motilidad propia gracias a un flagelo de unos 
20  µm  de  longitud.  Durante  esta  etapa  la  forma  del  promastigote  varía 
ligeramente  en  función  del  tiempo  de  permanencia  en  el  sistema  digestivo  del 
insecto, comenzando como promastigotes procíclicos  (presentes en  la  ingesta de 
sangre) que se diferencian a promastigotes nectomónados que a su vez migran de 




Uno  de  los mayores  logros  de  los  parásitos  del  género  Leishmania  es  que  son 
capaces  de  parasitar  las  células  de  mamífero  responsables  de  destruir  a  los 
organismos  invasores:  los  macrófagos  65.  Estos  parásitos  son  tremendamente 
exitosos, por  lo que  se encuentran  infecciones naturales en muchos órdenes de 
mamíferos  19:  roedores, cánidos, xenartros  (hormigueros, perezosos, armadillos), 
marsupiales,  mapaches,  ungulados  y  primates.  Todos  estos  mamíferos  son 
potenciales  reservorios  de  la  enfermedad  (ciclo  zoonótico).  Los  humanos  son 
considerados en la mayoría de los casos como huéspedes accidentales ya que una 
especie de  Leishmania  se  adapta más  fácilmente  a un huésped  reservorio en el 
que  el  insecto  vector  se  alimenta  regularmente  65.  Aunque  los  humanos  son 
susceptibles a la infección por especies de Leishmania cuyos huéspedes naturales 





motilidad.  Se  encuentran  en  las  vacuolas  parasitóforas  de  los  macrófagos  del 
huésped. 
3. Ciclo vital. 
El  ciclo  de  vida  de  Leishmania  comienza  cuando  una  hembra  de  flebotomo 
infectada  pica  a  un  huésped  vertebrado  (fig.  4‐1).  Al  mismo  tiempo  que  el 
flebotomo  se  alimenta  de  la  sangre,  las  formas  infectivas  de  promastigote 
(promastigotes  metacíclicos)  entran  en  el  huésped  vertebrado  a  través  de  la 
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trompa.  Tradicionalmente  se  ha  considerado  que,  una  vez  introducidos  en  el 
huésped, los promastigotes son fagocitados directamente por los macrófagos (fig. 
4‐3). Sin embargo, publicaciones recientes sugieren que los promastigotes podrían 
ser  inicialmente  fagocitados  por  los  neutrófilos  (fig.  4‐2)  y  éstos  a  su  vez 
fagocitados  por  los macrófagos  (actuando  los  primeros  a modo  de  caballo  de 
Troya) 68‐71. Una vez en el  interior de  los macrófagos  los parásitos se transforman 
en amastigotes que comienzan a dividirse por  fisión binaria acumulándose en el 
fagolisosoma  (fig. 4‐4). Aumentan  su número hasta que  finalmente  revientan  la 
célula,  liberándose  e  infectando  a  los macrófagos  vecinos  (fig.  4‐5).  El  ciclo  se 
completa  cuando  un  flebotomo  se  infecta  al  alimentarse  de  la  sangre  de  un 
huésped  infectado  (fig.  4‐6).  Los  amastigotes  liberados  en  el  intestino  del 

































Como  ya  hemos mencionado,  paradójicamente,  Leishmania  se  sirve  de  células  de 
sistema  inmune para  infectar al huésped vertebrado y  continuar  su  ciclo vital. Para 
ello,  los  parásitos  tienen  que  ser  capaces  inhibir  la  activación  de  una  respuesta 
inmune efectiva. Dado que muchos  individuos  infectados permanecen asintomáticos 
72‐75, es obvio que una correcta  respuesta  inmune del ser humano puede eliminar o 
mantener  bajo  control  a  los  parásitos.  Los macrófagos  son  las  células  del  huésped 
parasitadas por Leishmania. Son células clave en el sistema inmune del huésped 76 ya 
que,  junto  con  las  dendríticas,  son  las  encargadas  de  presentar  los  antígenos  del 
parásito  a  los  receptores de  las  células  T  vía  las moléculas del  complejo mayor de 
histocompatibilidad  (CMH)  77,  78  dentro  del  contexto  de  lo  que  se  conoce  como 
respuesta  inmune  adquirida.  Este  paso  es  clave  ya  que,  en  función  del  tipo  de 
citoquinas secretadas y de los péptidos que sean presentados, el huésped desarrollará 
uno u otro tipo de respuesta inmune 79‐81. El resultado de la infección dependerá de si 
el  huésped  organiza  en  primer  lugar  una  respuesta  inmune  de  linfocitos  CD4+  T 
colaboradores (Th) de tipo 1 o una respuesta inmune Th de tipo 2 82. Aunque el papel 




animales  han  demostrado  que  los  Th1  y  los  linfocitos  asesinos  naturales  (natural 
killers  o NK)  producen  interferón  γ  (INF  γ),  encargado  de mediar  en  la  resistencia, 
mientras que  los Th2 producen  interleuquina  (IL) 4, provocando susceptibilidad a  la 
infección  84. Estudios en  seres humanos han demostrado  también que  la  IL4 podría 
estar asociada con el desarrollo de la enfermedad 85. 
Con  el  fin  de  tener  éxito  en  la  infección,  Leishmania  ha  desarrollado  distintas 
estrategias para manipular el  funcionamiento de  los macrófagos. De este modo,  los 
parásitos  disponen  de  mecanismos  para  evadir  o  interferir  los  procesos  de 
presentación  de  antígenos,  haciendo  posible  resistir  parcialmente  las  respuestas 
inmunes mediadas por las células T 86. 
Estas estrategias de escape parecen variadas y complejas, dado que en el ser humano 










2. En  los casos de LV, se observa una mezcla de  respuestas Th1 y Th2  junto a 
una  producción  de  IFN‐γ  e  interleuquina  (IL)‐10  94,  95.  Sin  embargo,  los 
individuos  asintomáticos  o  con  infecciones  subclínicas  de  LV  muestran 
proliferación de células mononucleares de sangre periférica  (PBMC)  junto a 




Todos  los  organismos  se  adaptan  a  los  cambios  en  su  entorno  por  ajustes  en  su 
expresión  génica  y,  en  todos  los  organismos,  desde  Escherichia  coli  al  hombre,  el 
punto  de  control  más  importante  es  la  iniciación  de  la  transcripción. 
Sorprendentemente,  las  especies  pertenecientes  a  la  familia  Trypanosomatidae, 
comúnmente conocidas como tripanosomátidos y a la que pertenece Leishmania, son 
una clara excepción ya que parecen haber perdido casi por completo la capacidad de 
regular  la  transcripción mediante  la ARN  polimerasa  II  (ARN  Pol  II),  no  habiéndose 
encontrado  promotores  canónicos  para  los  genes  codificantes  de  proteínas  97‐99. 
Además, en  los tripanosomátidos,  factores de transcripción típicos como  la proteína 
de unión  a  TATA o  el  factor de  transcripción  II B  (FTII B)  son muy diferentes  a  los 
habituales  en  eucariotas.  La  relativamente  reciente  secuenciación  del  genoma 
completo  de  L.  major  100,  L.  infantum  y  L.  braziliensis  101  indica  que  los  genes 
codificantes  de  proteínas  están  generalmente  organizados  en  grandes  unidades 
policistrónicas. La regulación génica de estos organismos se produce exclusivamente a 
un nivel post‐transcripcional y puede  incluir procesamiento pre‐ARN mensajero (pre‐
ARNm),  estabilidad  del  ARNm,  traducción,  estabilidad  proteica  y  control  post‐
traduccional  102.  Además,  se  han  encontrado  muchas  proteínas  de  unión  al  ARN 
codificadas en el genoma de Leishmania 100, lo que parece consecuente con una activa 
regulación  post‐transcripcional  de  la  expresión  génica.  A  día  de  hoy,  se  han 
identificado  varios  genes  específicos  de  cada  estado  morfológico  de  Leishmania 
(promastigote y amastigote);  sin embargo,  los mecanismos moleculares encargados 














































Los promastigotes  son alargados y poseen un  flagelo que  surge a partir del bolsillo 
flagelar.  Los  amastigotes  son ovoides  y  tienen  el  flagelo  invaginado, prácticamente 
oculto, dentro de dicho bolsillo. El núcleo de Leishmania, tanto en  los promastigotes 
como en  los amastigotes, se encuentra  rodeado por el  retículo endoplásmico. En el 
centro  del  núcleo  se  puede  observar  un  prominente  nucléolo  de  un  diámetro 
aproximado de 1 µm. Al igual que otros parásitos de la familia Trypanosomatidae, los 
promastigotes  y  amastigotes  de  Leishmania  tienen  una  sola  mitocondria  que  se 
extiende a  lo  largo de todo el cuerpo del parásito. Dentro de  la mitocondria, en una 
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región  localizada  cercana  al  cuerpo  basal  del  flagelo  se  encuentra  una  estructura 
denominada kinetoplasto que posee cerca del 15% del ADN celular y que constituye el 
genoma mitocondrial. Así mismo, el parásito dispone de unos compartimentos para el 
almacenamiento  de  calcio,  los  acidocalcisomas,  ricos  igualmente  en  pirofosfatos, 
magnesio, sodio y zinc. Además de servir como lugar de almacenamiento y liberación 
de  grandes  cantidades de  calcio  importantes para  la  señalización  celular,  se piensa 
que  los  acidocalcisomas  son  también  importantes  en  la  homeostasis  del  pH  y  la 
regulación osmótica del parásito 114‐116. 
Los estudios experimentales del metabolismo de Leishmania se han centrado en  los 
promastigotes  del  intestino medio  del  flebotomo,  ya  que  estos  son más  fáciles  de 
mantener  en  cultivo.  El  estudio  del  metabolismo  de  la  etapa  patogénica,  el 
amastigote,  ha  resultado  mucho  más  complicado  por  la  presencia  de  la  célula 
hospedadora  y  porque  no ha  sido  hasta  hace  relativamente  pocos  años  que  se  ha 
logrado  la  reproducción  experimental  de  las  condiciones  del  fagolisosoma  para 
obtener amastigotes axénicos.  
Análisis  bioquímicos  de  promastigotes  de  Leishmania  han  demostrado  que  pueden 
utilizar  tanto  glucosa  como  aminoácidos,  caso  de  la  prolina,  como  fuentes 
energéticas,  lo que parece  lógico dado que el flebotomo se alimenta de sangre pero 
también  de  néctar.  El  catabolismo  de  estos  sustratos  parece  involucrar  tanto  a  la 
glicolisis realizada en los glicosomas, organelas exclusivas de los tripanosomátidos 117, 
como  al metabolismo mitocondrial donde hay un  ciclo de  los  ácidos  tricarboxílicos 
bastante activo, acoplado a una cadena de transporte de electrones.  
Se  sabe  que  en  amastigotes  de  L. mexicana  aislados  de  lesiones  in  vivo,  hay  una 
mayor beta‐oxidación de ácidos grasos y una reducción en  la necesidad de prolina y 
en  el  consumo  de  glucosa  en  comparación  con  los  promastigotes  118.  Todas  las 
enzimas del ciclo de ácidos tricarboxílicos y de la cadena respiratoria están presentes. 
Hay una menor cantidad de glicosomas que en  los promastigotes 119, 120, pero tienen 




















en el entorno  redox  intracelular  123,  124. En el caso concreto de Leishmania y demás 
tripanosomátidos, existe un potente sistema regulador del estado redox  intracelular 
que  les  hace  capaces  de  soportar  el  elevado  estrés  oxidativo  al  que  les  somete  el 
sistema  inmune  del  huésped  durante  la  infección  y  les  permite  adaptarse  a  las 
diferentes condiciones metabólicas y ambientales de un ciclo de vida digenético. 




reductasa  (TrxR)  y  catalasa.  Aunque  disponen  de  glutatión  peroxidasas,  éstas  se 
diferencian de  la de mamíferos en que no contienen selenocisteína. El metabolismo 
redox de  los tripanosomátidos, está basado en el uso del tripanotión como principal 
fuente de poder  reductor. El  tripanotión o N1,N8‐(glutationil) espermidina  [T(SH)2 o 
TS2  en  sus  formas  reducida  y  oxidada,  respectivamente]  está  formado  por  dos 
moléculas de glutatión (GSH) unidas por una espermidina (fig. 6) y es sintetizado por 













en el GSH, pero no debido a sus potenciales  redox, pues son muy parecidos  130,  131, 
sino  debido  en  primer  lugar  a  que  el  T(SH)2,  como  ditiol,  está  cinéticamente 
favorecido como reductor de disulfuros 132 y, en segundo lugar, a la modificación del 
pKa  de  las  cisteínas.  En  el  caso  del  T(SH)2  este  pKa  toma  un  valor  de  7.4 
133, 
probablemente  debido  a  la  densidad  de  carga  positiva  del  nitrógeno  de  la 





En  el  caso  de  L.  infantum,  el  93%  de  los  tioles  de  bajo  peso  molecular  totales 
corresponden a  tripanotión con una concentración  intracelular en  torno a 1mM  136, 
mientras que el resto se reparte en forma de GSH y de otros compuestos de bajo peso 
molecular con tioles como son  la mono‐glutationilespermidina  (Gsp) y  la N1‐metil‐4‐
mercaptohistidina  u  ovotiol  A  (OvSH)  que  se mantienen  reducidos  por  acción  del 
tripanotión 137. 
No  se  sabe  el  porqué  de  la  predominancia  del  tripanotión  en  estos  organismos. 
Recientemente se ha descubierto en L.  infantum y T. brucei que este compuesto es 
capaz de  interceptar al óxido nítrico  (NO)  y, haciéndolo  reaccionar  con  cationes de 
hierro,  formar  un  complejo  de  las  tres  especies  que  resulta  inofensivo  para  los 
parásitos.  Este  proceso  lo  realiza  con  una  afinidad  por  el NO  al menos  600  veces 
superior a la del GSH. Mientras que el análogo del complejo dinitrosil‐diglutationil de 
hierro formado en células de mamífero, es un potente inhibidor de la GR (IC50=4µM), 




El  sistema  tripanotión/TryR  sustituye  muchas  de  las  funciones  metabólicas  y 




desoxirribonucleótidos. De hecho, el  tripanotión  fue  la primera molécula  fisiológica 
con  tioles no proteicos que se mostró capaz de  reducir espontáneamente  la RR  144. 



































Figura  7.  Metabolismo  de  hidroperóxidos  mediado  por  tripanotión  en  tripanosomátidos.  La 
detoxificación de hidroperóxidos  (ROOH) es  llevada a  cabo por  la 2‐Cys‐peroxirredoxina  (Prx) y  la 
enzima de tipo glutatión‐peroxidasa (Px) que reciben  los equivalente de reducción de una cascada 
formada por la triparredoxina (Txn), el tripanotión[T(SH)2 y TS2) y la TryR con el NADPH como fuente 
de  electrones  primaria.  Los  subíndices  “red”  y  “ox”  indican  estado  reducido  y  oxidado 
respectivamente.  
 
La  TryR  es  una  flavoproteína  que  utiliza  el  flavín  adenín  dinucleótido  (FAD)  como 
cofactor y el NADPH como donador de electrones. Presenta un 30% de homología con 
la GR,  lipoamida reductasa y TrxR y un 25% con el componente  flavoproteico de  las 
alquilhidroperoxirreductasas bacterianas AhpF  145‐147. Aunque  tanto  la TryR  como  la 




estructura  de  la  TryR  de  T.  cruzi  151,  C.  fasciculata  152,  153  y  L.  infantum  47.  En 
condiciones nativas  las  tres enzimas  se encuentran en  forma de homodímero en el 
que cada subunidad está compuesta por tres dominios: uno de unión de FAD, otro de 
unión  a  NADPH  y  el  tercero  correspondiente  al  dominio  de  dimerización. 
Concretamente, para el  caso de  L.  infantum  (fig. 8),  cada monómero  tiene un peso 
molecular  de  53  kDa. Al  igual  que  en  el  caso  de  la GR,  las  TryR  son  activas  como 













reduce  el  puente  disulfuro  formado  entre  las  cisteínas  52  y  57  del  centro  activo, 
formando un complejo de transferencia de carga estable entre la flavina y la Cys57. En 
este punto,  se disocia NADP+  y  entra una molécula nueva de NADPH.  La Cys52  es 
entonces activada por el par His461’‐Glu466’  (perteneciente a  la otra subunidad del 
dímero) y reacciona con el tripanotión oxidado (TS2) formando un disulfuro mixto. La 















respectivamente.  Los  residuos  involucrados  en  la  reducción  del  tripanotión  (cian)  aparecen 
representados con bastones 47. 
 
La  ausencia  del  sistema  tripanotión/TryR  en  mamíferos,  la  falta  de  redundancia 
funcional  dentro  del  sistema  de  tioles  del  parásito  y  la  exposición  de  los 
tripanosomátidos  al  estrés  oxidativo,  convierten  a  los  componentes  de  este 
metabolismo  en  atractivas  dianas  terapéuticas  para  el  tratamiento  de  las 
enfermedades producidas por la infección con estos parásitos 154.  
Distintas  aproximaciones  genéticas  han  demostrado  que  la  TryR  es  una  enzima 
esencial para  la supervivencia de  los tripanosomátidos y para su capacidad  infectiva: 
en L. donovani se ha observado que es imposible obtener el individuo knockout para 
esta  proteína;  aún  así,  uno  de  los  alelos  codificantes  para  la  misma  puede  ser 
fácilmente eliminado tanto en L. donovani como L. major, obteniendo unos mutantes 
que  expresan  una menor  cantidad  de  ARNm  de  TryR,  tienen  una menor  actividad 
TryR, muestran una  infectividad  atenuada  y  tienen una  capacidad de  supervivencia 
intracelular  considerablemente  menor  a  los  parásitos  silvestres  dentro  de  los 
macrófagos siempre que estos últimos produzcan ROS 139, 143. De una forma similar, se 
obtuvieron  mutantes  de  T.  brucei  con  una  única  copia  del  gen  de  la  TryR,  cuya 
expresión  estaba  controlada  por  la  inducción  de  su  promotor  con  tetraciclina.  En 
función de  la concentración de ésta en el medio,  la actividad de  la TryR podía variar 
entre el 1 y el 400% respecto a la del parásito silvestre. Se observó que los parásitos 
con  una  actividad menor  del  10%  eran  incapaces  de  crecer  en  cultivo,  que  estos 






vista del diseño de  fármacos en base a  la estructura de  la proteína  155, mediante el 
cribado de alto  rendimiento de nuevos  compuestos  156,  157, por  combinación de  los 












ya  que  una  absorción  insuficiente,  una  eliminación  demasiado  rápida  o  la 
metabolización  de  los mismos  juegan  un  papel  fundamental  en  la  eficacia  real  del 
fármaco.  
Parece necesaria una nueva aproximación al problema de cómo  inhibir  la TryR. Una 
vez elucidado  su mecanismo de  acción  47, queda perfectamente establecido que  la 
forma  dimérica  de  la  enzima  es  absolutamente  necesaria  para  su  actividad  como 
reductasa.  Hasta  hace  relativamente  poco  tiempo  se  consideraba  que  las 
interacciones  proteína‐proteína  eran  el  resultado  de  una  suma  algebraica  de 
numerosas contribuciones puntuales de baja energía. Sin embargo, hoy se admite que 




las  interacciones proteína‐proteína. Algunos ejemplos de este  tipo de  inhibidores se 
encuentran actualmente en el mercado. Los compuestos empleados para inhibir estas 
interacciones  han  surgido  de  distintas  aproximaciones,  tales  como  péptidos 











 tipo  1  (HIV‐1)  que,  al  igual  que  la  TryR,  precisa  presentarse  en  una  estructura 
dimérica, en este caso como heterodímero, para ejercer sus actividades enzimáticas 
164. Esto ha llevado a proponer el proceso de dimerización de esta enzima como diana 
en  la  búsqueda  de  nuevos  agentes  quimioterapéuticos  frente  al  SIDA  164.  En  este 
sentido,  ha  sido  posible  desarrollar  péptidos  sintéticos  derivados  del  dominio  de 
conexión que inhiben la actividad enzimática mediante su interferencia con el proceso 
de dimerización 165‐167.  
De una forma análoga, proponemos  la  inhibición de  la dimerización de  la TryR como 
una estrategia  interesante para  la búsqueda de nuevos agentes quimioterapéuticos 




















El presente  trabajo  tiene un objetivo  global:  la búsqueda de moléculas  capaces de 
ejercer un potente efecto  leishmanicida   que sean  lo suficientemente selectivas para 
no causar daño al individuo hospedador. 
La consecución de este objetivo se ha basado en dos estrategias de trabajo: 
1. Cribado  de  alto  rendimiento  de  compuestos  con  posibilidades  de  ejercer  un 
efecto anti‐Leishmania. 































































































A excepción de algunos  reactivos que se especifican en el  texto,  todos  los  reactivos 
fueron obtenidos de Sigma‐Aldrich (Saint Louis, MO, USA). Los compuestos utilizados 
en  el  cribado  se obtuvieron de distintas  fuentes:  los  selenocianatos, diseleniuros  e 
imidoselenocarbamatos  fueron  sintetizados  por  el  grupo  de  la  doctora  Carmen 
Sanmartín, del departamento de Química Orgánica y Farmacéutica de  la Universidad 
de  Navarra;  los  compuestos  catiónicos  de  azaquinilizinio  y  quinolizinio  fueron 
sintetizados por el grupo del doctor Juan José Vaquero del Departamento de Química 
Orgánica  de  la  Universidad  de  Alcalá;  para  todos  ellos  se  utilizó  dimetilsulfóxido 





Flow Cytometry    (Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA) equipado   con   un    láser de 
488 nm. Los filtros de adquisición de fluorescencia son FL‐1 (520 nm), FL‐2 (570 nm), 




Los  promastigotes  de  L.  infantum  (MCAN/ES/89/IPZ229/1/89),  amablemente 
proporcionados  por  la  Dra.  Colmenares  (Centro  de  Investigaciones  Biológicas,  CIB, 
Madrid, Spain), fueron crecidos en medio RPMI‐1640 (Sigma‐Aldrich, Saint Louis, MO, 
USA)  suplementado  con  suero  fetal  bovino  (SFB)  al  10%  previamente  inactivado, 
antibióticos y HEPES 25 mM. Los amastigotes de L. infantum fueron crecidos en medio 
M199  (Invitrogen,  Leiden, Netherlands)  suplementado  con  SFB  al 10% previamente 
inactivado, antibióticos, β‐alanina 1 g/L, L‐asparagina 100 mg/L,  sacarosa 200 mg/L, 
piruvato  sódico  50  mg/L,  ácido  málico  320  mg/L,  ácido  fumárico  40  mg/L,  ácido 
succínico  70  mg/L,  ácido  α‐cetoglutárico  200  mg/L,  ácido  cítrico  300  mg/L, 
bicarbonato sódico 1.1 g/L, MES 5 g/L, hemina 0.4 mg/L, gentamicina 10 mg/L, pH 5.4 
a 37ºC. Las células Jurkat, amablemente proporcionadas por el Dr. Mollinedo [Centro 
de  Investigación  del  Cáncer,  Instituto  de  Biología Molecular  y  Celular  del  Cáncer, 













M199  (Invitrogen,  Leiden, Netherlands)  suplementado  con  SFB  al 10% previamente 
inactivado, antibióticos, β‐alanina 1 g/L, L‐asparagina 100 mg/L,  sacarosa 200 mg/L, 
piruvato  sódico  50  mg/L,  ácido  málico  320  mg/L,  ácido  fumárico  40  mg/L,  ácido 














La secuencia codificante de  la eGFP  fue amplificada mediante  la reacción en cadena 
de la polimerasa (PCR) tomando como molde la construcción p6.5‐eGFP amablemente 
proporcionada  por  el  Dr.  K.  P.  Chang  (Chicago  Medical  School–Rosalind  Franklin 
University, North Chicago,  IL, USA) con  los siguientes oligos: 5’GGGAGATCTATGGTG‐

















La  secuencia  codificante  de  la  TryR  fue  amplificada mediante  PCR,  tomando  como 
molde  el ADN  genómico  de  nuestra  cepa  de  L.  infantum  con  los  siguientes  oligos: 
5’CCCGGATCCATGTCCCGCGCGTACGA3’  y  5’CCCAAGCTTTCAGAGGTTGCTGCTGA3’.  El 
producto  de  PCR  fue  purificado,  doblemente  digerido  con  las  endonucleasas  de 
restricción BamH I y Hind III y clonado en el vector de expresión de proteínas pRSET A 
(Invitrogen, Leiden, Netherlands) digerido con las mismas endonucleasas. 
Para  la generación de  la TryR marcada con el FLAG‐tag, se utilizó el ADN de  la TryR 








mediante  electroporación  con  el  protocolo  previamente  descrito  168.  La  cepa 
transfectada  estable  se  seleccionó  en  RPMI‐1640  con  SFB  al  20%  previamente 
inactivado  con  nourseotricina  100  µg/mL  (Axxora,  San  Diego,  CA,  USA).  La 
construcción pIRmcs3‐eGFP fue linearizada con la enzima Swa I y purificada de un gel 
de  agarosa  (Illustra  GFX  gel  purification  kit,  General  Electric,  UK)  antes  de  la 
transfección. 
Microscopía confocal.   
Los  parásitos  se  analizaron  en  fresco  en  un  microscopio  Leica  TCS‐SP5  (Leica 
Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany) dotado de tres  láseres de excitación: diodo 
UV a 405 nm, argón a 488 nm y helio/neón a 561/633 nm. Para realizar el marcaje de 
los  núcleos  y  las  membranas  de  los  macrófagos  se  utilizó  medio  RPMI‐1640  con 
Hoechst 33258 0.1 mg/mL (Sigma‐Aldrich, Saint Louis, MO, USA) y   CellMaskTM Deep 











Las  células THP‐1  fueron  sembradas a una  concentración de 120.000  células/mL en 




pocillo. Tres horas más  tarde, se  retiró el medio con  los amastigotes que no habían 
infectado,  se  lavaron  las células  tres veces con  suero  salino  tamponado con  fosfato 
(1X  PBS)  y  se  añadió  nuevo  medio  de  cultivo  de  THP‐1  y  el  correspondiente 
tratamiento.  Tras  48  ó  96  horas  de  tratamiento,  se  retiró  el medio,  se  lavaron  las 
células  tres  veces  con  1X  PBS  y  se  despegaron  de  la  placa  con  TrypLETM  Express 
(Invitrogen,  Leiden,  Netherlands)  siguiendo  las  instrucciones  del  fabricante.  La 




(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html).  Para  construir  el  modelo  de  la 
TryR se utilizó el programa SWISS‐MODEL  171,  172  (http://swissmodel.expasy.org/). La 
predicción  de  los  hot‐spots  de  dimerización  se  realizó mediante  el  empleo  de  los 




A  la hora de generar  las distintas mutantes se diseñaron  los correspondientes oligos 
con el programa online de  la casa Stratagene  llamado Quik Change® Primer Design 
Program  (http://www.stratagene.com/qcprimerdesign).  Los  oligos  empleados  para 

































Aldrich, Saint Louis, MO, USA), y se  lisó añadiendo  lisozima 1 mg/mL e  incubando 30 
minutos en hielo para después sonicar 20 minutos en hielo mediante pulsos del 50%  
a potencia 7 con un Sonifier Cell Disruptor B15 (Branson, Danbury, CT, USA). El lisado 
se  centrifugó  a  8000  g  y  4ºC  durante  1  hora  y  30  minutos.  Decantamos  el 
sobrenadante desechando el pellet y se volvió a sonicar en las mismas condiciones 5 
minutos  más.  El  lisado  se  cargó  en  la  columna  de  cromatografía  (KimbleKontes‐
Gerresheimer,  Düsseldorf,  Germany)  con  resina  de  sefarosa  acoplada  a  ácido 





(Milipore,  Billerica,  MA,  USA)  con  una  membrana  con  diámetro  de  poro  para 
proteínas  de  30  kDa,  donde  se  retiró  el  imidazol mediante  lavados  sucesivos  con 
tampón NaCl 300 mM, Tris 50 mM pH 8.0. Una vez cuantificada y para su posterior 
almacenamiento a ‐80ºC, se diluyó cada proteína al 50% en glicerol. 














g  y  4ºC durante  1 hora  y 30 minutos. Decantamos  el  sobrenadante desechando  el 
pellet  y  se  volvió  a  sonicar  en  las mismas  condiciones  5 minutos más.  El  lisado  se 
purificó  con  el  T7∙Tag®  Affinity  Purification  Kit  (Novagen‐Merck  KGaA,  Darmstadt, 
Germany)  según  las  instrucciones  del  fabricante.  Las  fracciones  que  contenían  la 
proteína  más  pura  se  combinaron  y  concentraron  utilizando  un  Amicon  Ultra‐4 
(Milipore,  Billerica,  MA,  USA)  con  una  membrana  con  diámetro  de  poro  para 










Para  los  ensayos  cinéticos  se montaron  reacciones  de  actividad  de  TryR  como  la 
anterior variando la concentración de TS2: 5 µM, 15.625 µM, 31.25 µM, 62.5 µM, 125 
µM, 250 µM, 500 µM y 1 mM. El  tripanotión oxidado  se compró a  la casa Bachem 
(Bachem GmbH, Weil am Rhein, Germany). 
Los  datos  se  analizaron mediante  regresión  no  lineal  con  el  programa  informático 
GraFit 6 (Erithacus, Horley, Surrey, UK). 
Dicroísmo circular. 
Las  mediciones  de  los  espectros  de  dicroísmo  circular  se  realizaron  en  un 
espectropolarímetro  Jasco  J720  (Jasco,  Easton, MD,  USA),  registrando  el  espectro 

































Una vez  finalizadas  las electroforesis,  las proteínas se tiñeron sumergiendo  los geles 
de  poliacrilamida  en  una  solución  de  azul  de  Coomasie  0.25%,  etanol  50%,  ácido 






Coulter,  Fullerton,  CA,  USA).  Los  experimentos  de  velocidad  de  sedimentación  se 
realizaron a 20ºC con las muestras de cada proteína a 1 mg/mL en tampón NaCl 300 
mM,  Tris  50 mM  pH  8.0  tomando  como  referencia  una  celda  con  el  tampón  sin 
proteína. Los experimentos de equilibrio de sedimentación se  realizaron a 20ºC con 











Ultrospec  3000  (Amersham  Pharmacia Biotech‐GE  healthcare,  Piscataway, NJ, USA) 
utilizando una cubeta de cuarzo (Hellma, Müllheim, Germany) de 10 mm de paso. 
Péptidos. 










añadieron  200  µL  de  anticuerpo  policlonal  anti‐His  de  conejo  (Santa  Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), diluido 1:5000 en TBST y se incubó durante una 
hora.  Después  la  placa  fue  lavada  5  veces  con  TBST  y  se  añadieron  200  µL  de 
anticuerpo  anti‐conejo  conjugado  con  peroxidasa  (Santa  Cruz  Biotechnology,  Santa 
Cruz, CA, USA), diluido 1:10000 en TBST y se incubó durante una hora. Para detectar 
la  TryR  total  unida,  se  añadieron  200 µL  de  anticuerpo  policlonal  anti‐T7  de  cabra 
(Abcam, Cambridge, MA, USA), diluido 1:5000 en TBST y se incubó durante una hora. 
Después  la placa  fue  lavada 5 veces con TBST y se añadieron 200 µL de anticuerpo 
anti‐cabra conjugado con peroxidasa (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), 
diluido 1:10000 en TBST y  se  incubó durante una hora. A  continuación  la placa  fue 
lavada 5 veces con TBST y se añadieron 100 µL de solución de dihidrocloruro de 1,2‐






















































divide  en  dos  bloques,  el  primero  de  ellos  dedicado  a  la  búsqueda  sistemática  de 
nuevos  compuestos  con  actividad  leishmanicida  y  el  segundo  basado  en  una 
estrategia dirigida utilizando la TryR como diana terapéutica. 
1. Cribado  de  alto  rendimiento  de  compuestos  con  posibilidades  de  ejercer  un 
efecto leishmanicida. 
1.1. Infecciones de macrófagos con amastigotes de L. infantum. 





recurrido  a  la  tinción  con  Giemsa, mediante  la  cual  los  protozoos  adquieren  una 
tonalidad  azul,  para  posteriormente  recurrir  a  un  contaje  visual  o mediante  algún 
programa informático basado en la captura de imágenes al microscopio. Esta técnica 
resulta  tediosa  y  con  un  margen  de  error  alto,  por  lo  que  nos  planteamos  una 
estrategia alternativa. Mediante técnicas de biología molecular, obtuvimos una cepa 
de L. infantum capaz de expresar una forma recombinante de la proteína fluorescente 
verde (eGFP). Con  los amastigotes de dicha cepa, se realizaron  las  infecciones de  los 
macrófagos  humanos  THP‐1,  de  tal manera  que  las  células  infectadas  pueden  ser 











El segundo problema a  la hora de evaluar  infecciones es cómo saber si  los parásitos 
detectados  están  dentro  del macrófago  o  simplemente  adheridos  al  exterior  de  la 
membrana celular, problema que no resuelve la tinción con Giemsa. En nuestro caso, 
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Figura 11.  Fotografías de macrófagos THP‐1  infectados  con amastigotes de  L.  infantum mediante 
microscopía confocal. A: Contraste de fases. B: Combinación de fluorescencias azul (núcleos teñidos 




Recientemente  se  ha  empezado  a  explorar  el  desarrollo  y  utilización  de  complejos 
metálicos  como potentes  agentes quimioterapéuticos  frente  a  la  leishmaniasis. Así, 
algunos  compuestos organometálicos  y  complejos de  coordinación de paladio, oro, 
iridio, rodio, platino y sulfato de zinc han sido probados frente al parásito Leishmania 

















contra  la  leishmaniasis,  planteamos  una  colaboración  con  el  grupo  de  la  doctora 
Carmen  Sanmartín,  del  departamento  de  Química  Orgánica  y  Farmacéutica  de  la 
Universidad  de  Navarra,  con  el  fin  de  aprovechar  el  trabajo  llevado  a  cabo 
previamente por su grupo y orientado a  la síntesis de derivados de Se con actividad 
anti‐cancerígena  184‐186.  En  el  intento  de  encontrar  compuestos  leishmanicidas más 
potentes  y  selectivos  de  los  disponibles  en  el  arsenal  farmacológico  actual  hemos 




Los  selenocianatos  (1a‐m) y diseleniuros  (2a‐n)  responden a  las  siguientes  fórmulas 
químicas:    
  1a‐m:  Ar‐(CH2)n‐SeCN      2a‐n:   Ar‐(CH2)n‐Se‐Se‐(CH2)n‐Ar 
 
Donde  el  anillo  o  anillos  aromáticos  (Ar)  y  la  longitud  de  la  cadena  carbonada  (n) 
varían para cada compuesto. En primer  lugar se probaron  in vitro  los compuestos a 
tres  concentraciones  diferentes  (6.25,  12.5  y  25  µM)  frente  a  promastigotes  de  L. 













Compuesto  Anillo aromático (Ar)  n  25µM  12.5µM  6.25µM 
1a  4‐aminofenil  0  76.3  38.2  14.4 
1b  4‐(N,N‐dimetilamino)fenil  0  97.3  86.7  54.4 
1c  4‐amino‐3‐carboxifenil  0  SE*  ‐  ‐ 
1d  4‐acetamido‐3‐ carboxifenil  0  SE  ‐  ‐ 
1e  4‐nitrofenil  1  98.0  95.0  82.3 
1f  4‐bromofenil  1  97.1  80.8  49.2 
1g  4‐trifluorometilfenil  1  98.8  97.2  79.4 
1h  4‐metiltiofenil  1  97.2  92.9  77.3 
1i  4‐metilfenil  1  98.6  82.8  52.8 
1j  4‐cianofenil  1  97.0  80.4  51.5 
1k  fenil  1  99.4  64.1  46.5 
1l  naftil  1  91.5  81.1  37.1 
1m  4‐nitrofenil  2  88.9  81.8  46.6 
2a  4‐aminofenil  0  98.0  97.6  95.8 
2b  4‐(N,N‐dimetilamino)fenil  0  77.6  67.7  51.5 
2c  4‐amino‐3‐carboxifenil  0  SE  ‐  ‐ 
2d  4‐acetamido‐3‐ carboxifenil  0  SE  ‐  ‐ 
2e  4‐nitrofenil  1  98.7  96.3  81.8 
2f  4‐bromofenil  1  12.2  1.9  SE 
2g  4‐trifluorometilfenil  1  12.2  6.0  11.0 
2h  4‐metiltiofenil  1  17.5  SE  SE 
2i  4‐metilfenil  1  2.5  SE  SE 
2j  4‐cianofenil  1  32.8  21.9  10.9 
2k  fenil  1  60.4  43.6  33.2 
2l  naftil  1  SE  ‐  ‐ 
2m  4‐nitrofenil  2  28.4  3.2  1.2 









Quince  de  los  veintisiete  compuestos  evaluados  producen  una  inhibición  en  el 
crecimiento  de  los  promastigotes  superior  al  50%  a  una  concentración  de  25  µM, 
trece  de  estos  son  capaces  de  inhibir  más  del  50%  el  crecimiento  celular  a  una 
concentración  intermedia  y  los  nueve  compuestos  más  potentes  mantienen  esta 
inhibición a 6.25 µM. Estos quince compuestos pasaron a la siguiente fase de cribado 
en la que se evaluó su actividad frente a amastigotes de L. infantum; al mismo tiempo 
se  estudió  su  citotoxicidad  frente  a  células humanas,  concretamente  células  Jurkat 
(linfocitos) y THP‐1 (monocitos). 
Al  objeto  de  determinar  las  concentraciones  que  causan  un  50%  de  inhibición  del 
crecimiento  (IC50) a  las 24 horas,  la actividad de cada compuesto  se analizó a cinco 
concentraciones diferentes: 0.08, 0.4, 2.0, 10.0  y 50.0 µM. Miltefosina  y edelfosina 
fueron usadas como fármacos referencia.  
Tabla  2.  Valores  de  IC50  ±  DE  (desviación  estándar)  (µM)  de  los  compuestos más  activos  para 
promastigotes y amastigotes de L. infantum y citotoxicidad frente a células Jurkat y THP‐1. 
Compuesto  Promastigote Amastigote Jurkat  ISa  THP‐1  IS 
1a  11.2 ± 1.1  9.3 ± 1.2  43.8 ± 6.2 5  > 50  > 5 
1b  9.2 ± 0.3  2.8 ± 0.2  29.3 ± 1.2 10  44.7 ± 3.4  16 
1e  4.3 ± 0.7  0.7 ± 0.1  6.9 ± 1.3  10  16.8 ± 1.8  25 
1f  11.6 ± 0.6  7.9 ± 1.0  12.7 ± 2.1 2  28.9 ± 3.9  4 
1g  11.3 ± 0.4  2.1 ± 1.0  7.3 ± 0.4  3  19.8 ± 2.7  9 
1h  11.6 ± 0.7  3.0 ± 0.6  5.1 ± 1.0  2  17.0 ± 1.8  6 
1i  11.8 ± 0.3  3.3 ± 0.8  14.4 ± 1.7 4  24.0 ± 2.2  7 
1j  4.1 ± 0.2  0.5 ± 0.2  13.4 ± 2.5 24  8.0 ± 1.0  15 
1k  7.9 ± 0.3  2.6 ± 0.2  10.7 ± 1.7 4  25.0 ± 2.9  10 
1l  11.2 ± 1.2  3.7 ± 1.1  14.0 ± 1.4 4  16.8 ± 3.1  5 
1n  11.9 ± 0.9  3.8 ± 0.3  2.4 ± 1.2  1  17.2 ± 2.2  5 
2a  1.0 ± 0.1  0.6 ± 0.0  20.4 ± 2.8 32  15.3 ± 0.8  24 
2b  3.2 ± 0.2  0.8 ± 0.0  > 50  > 65 22.1 ± 1.4  29 
2e  4.0 ± 0.4  0.4 ± 0.0  26.8 ± 3.3 71  29.1 ± 2.3  77 
2k  17.8 ± 1.9  0.6 ± 0.0  26.1 ± 5.9 41  32.2 ± 2.5  51 
Edelfosina  3.6 ± 0.2  0.8 ± 0.1  12.2 ± 2.4 15  5.0 ± 0.2  6 
Miltefosina  15.0 ± 10.8  2.8 ± 0.1  48.2 ± 4.8 17  18.5 ± 0.6  7 






se muestran más  potentes  que  la miltefosina  (1b,  1g,  1e,  1j,  1k,  2a,  2b,  2e  y  2k). 
Además, 6 de ellos tienen una actividad leishmanicida más alta que la edelfosina (1e, 
1j, 2a, 2b, 2e y 2k). 
En  lo  que  se  refiere  a  la  citotoxicidad  frente  a  las  células  humanas  ensayadas,  se 
comprueba  que  los  IS  de  los  diseleniuros  son  siempre  mayores  que  los  de  los 
correspondientes selenocianatos.  
El análisis de  la selectividad de  los diseleniuros frente a amastigotes en comparación 
con células  Jurkat  reveló que sus  IS, partiendo de un valor de 71 decrecen según el 
orden 2e>2b>2k>2a hasta alcanzar un valor de 32. En la comparación frente a células 
THP‐1, la mayor selectividad la alcanza de nuevo el compuesto 2e, con un valor de 77, 
disminuyendo  en  el  orden  2e>2k>2b>2a,  rindiendo  este  último  un  valor  de  24.  La 




La actividad  leishmanicida de  las  seis moléculas más activas  fue evaluada mediante 













































Figura  12.  Actividad  de  los  compuestos  en  macrófagos  THP‐1  infectados  con  amastigotes.  A: 
Porcentaje de macrófagos THP‐1 que emiten fluorescencia verde tras 48 horas de tratamiento con 
DMSO  (C),  edelfosina  3µM  (E),  compuesto  1e  3µM,  compuesto  1j  3µM,  compuesto  2a  3µM, 
compuesto 2b 3µM, compuesto 2k 3µM o compuesto 2e 3µM. La fluorescencia verde es debida a la 







Mientras  que  el  cultivo  control  de  macrófagos  infectados  y  tratados  con  DMSO 
muestra un 37% de  células  infectadas, en  aquellos  cultivos  tratados  con edelfosina 
dicho  porcentaje  se  reduce  en  un  90%  (5%  de  células  infectadas);  entre  los 
diseleniuros  destaca  el  compuesto  2a,  que  lo  disminuye  un  75%  (10%  de  células 
infectadas)  y  el  2b  que  lo  hace  un  60%  (15%  de  células  infectadas)  (Fig.  12A). 
Atendiendo a  la  IMF de  los macrófagos que  todavía quedan  infectados, que nos da 
una  idea  de  la  cantidad  de  amastigotes  intracelulares,  observamos  que  tanto  la 
edelfosina  como  el  compuesto  2a  reducen  el  número  de  los mismos  en  un  30%, 
mientras que el compuesto 2b lo reduce en un 18% (Fig. 12B). 












Estudios  previos  han  demostrado  que,  alquil‐imiditiocarbamatos  con  actividad 














Compuesto  X  Y  R  R’  25µM 12.5µM  6.25µM 
1  S  N  metil  2‐Cl  4.1  3.6  4.6 
2  Se  N  metil  2‐Cl  77.3  64.7  48.8 
3  S  N  metil  H  SE*  ‐  ‐ 
4  Se  N  metil  H  94.3  88.8  78.7 
5  S  C  metil  H  9.1  6.5  14.1 
6  Se  C  metil  H  46.9  35.2  35.8 
7  Se  C  metil  3,5‐diOCH3  59.4  45.1  33.0 
8  Se  C  isopropil  3,5‐diOCH3  16.6  11.7  SE 
9  Se  C  metil  3,4,5‐triOCH3  SE  ‐  ‐ 
10  Se  C  metil  4‐Cl  19.3  22.9  23.4 
11  Se  C  isopropil  4‐Cl  28.2  22.4  21.1 
12  S  C  metil  4‐CH3  17.8  8.9  8.7 
13  Se  C  metil  4‐CH3  62.4  30.3  19.1 
14  Se  C  metil  4‐CF3  63.7  47.0  37.8 



















Compuesto Promastigote Amastigote Jurkat  SIa THP‐1  SI 
2  31.6 ± 3.3  4.7 ± 0.5  25.2 ± 5.0 5  22.6 ± 1.1  5 
4  3.7 ± 0.2  3.0 ± 0.2  4.8 ± 0.5  2  11.8 ± 2.4  4 
7  18.2 ± 0.4  14.9 ± 0.8  20.4 ± 6.0 1  26.9 ± 2.9  2 
13  28.5 ± 1.0  13.4 ± 3.8  27.5 ± 3.9 2  24.1 ± 1.5  2 
14  29.0 ± 0.7  17.6 ± 1.0  20.0 ± 0.8 1  15.3 ± 0.7  1 
15  30.9 ± 2.3  16.6 ± 0.7  26.4 ± 3.3 2  36.3 ± 2.7  2 
Edelfosina  3.6 ± 0.2  0.8 ± 0.1  12.2 ± 2.4 15 5.0 ± 0.2  6 






con miltefosina y edelfosina para THP‐1, pero menores de  los que  se obtienen  con 
estos fármacos de referencia para Jurkat. 
La actividad  leishmanicida de  las  seis moléculas más activas  fue evaluada mediante 
citometría  de  flujo  en  macrófagos  infectados.  Células  THP‐1  diferenciadas  a 
macrófagos fueron infectadas con amastigotes de L. infantum que expresan la eGFP y 
posteriormente tratadas con los compuestos 2, 4, 7, 13, 14 y 15 durante 96 horas. Las 




































Nuestros  resultados  indican  que, mientras  que  el  16%  de  las  células  permanecen 
infectadas en  los controles sin tratar, sólo el 2% de ellas permanecen  infectadas tras 
el  tratamiento con edelfosina  (reducción del 87%) y el 6%  (reducción del 62%) o el 
13%  (reducción  del  19%)  de  ellas  contienen  parásitos  tras  el  tratamiento  con  los 
compuestos 4 y 2 respectivamente. No se observó una reducción significativa con el 
resto de compuestos  (datos no mostrados). Además, el número medio de parásitos 
dentro  de  las  células  que  se  mantienen  infectadas  tras  el  tratamiento  se  vio 
significativamente  reducido  en  el  caso  del  compuesto  2  (26%  de  reducción)  y  del 













1.3.  Compuestos  catiónicos  derivados  de  los  sistemas  de  azaquinilizinio  y 
quinolizinio. 
Como ya hemos comentado, algunos de los agentes antiprotozíticos más efectivos se 
desarrollaron originalmente  como  fármacos  antitumorales  191,  192  siendo el ejemplo 
más claro el de  la miltefosina  56,  57,  193. Aprovechando el sistema de cribado de alto 
rendimiento puesto a punto en el  laboratorio, planteamos una  colaboración  con el 
grupo  del  doctor  Juan  José Vaquero  del Departamento  de Química Orgánica  de  la 
Universidad  de Alcalá,  que  posee más  de  20  años  de  experiencia  en  la  síntesis  de 
compuestos  con  distinto  interés  farmacológico,  destacando  entre  ellos  los 
heterociclos con propiedades antitumorales.  
En  el momento  de  escritura  de  la  presente  tesis  doctoral,  se  está  tramitando  la 
solicitud  de  la  patente  para  el  uso  de  algunos  de  los  compuestos  evaluados  como 
fármacos  anti‐Leishmania,  por  lo  que  no  es  posible  incluir  en  esta  memoria  la 
















Compuesto  25 µM  5µM  1µM  Compuesto  25µM  5µM  1µM 
EBM‐007  SE*  ‐  ‐  EBM‐24  87.4  68.2  58.0 
EBM‐T9  97.9  97.3  49.1  EBM‐54  71.3  33.0  16.3 
EBM‐T35b  SE  ‐  ‐  EBM‐T60  98.8  66.0  11.0 
EBM‐T47b  SE  ‐  ‐  EBM‐71a  87.8  63.2  45.5 
EBM‐51  40.4  27.6  11.6  EBM‐T71f  42.5  17.8  3.8 
EBM‐T59  40.8  14.3  SE  EBM‐T76h  82.7  42.5  17.2 
EBM‐70a  99.5  92.6  34.8  EBM‐T78d  85.8  43.5  39.1 
EBM‐78a  65.6  52.8  9.8  EBM‐T78e  16.9  2.1  ‐ 
EBM‐82a  34.0  15.6  SE  EBM‐82b  33.3  26.0  11.3 
EBM‐T83b  39.6  14.9  0.6  EBM‐T82c  99.2  76.7  21.4 
EBM‐455  81.8  28.9  4.6  EBM‐T93  39.6  13.6  4.6 
EBM‐863  97.0  87.4  40.2  EBM‐348  89.5  65.6  19.8 
EBM‐F23  42.6  17.2  3.2  EBM‐349  89.3  61.0  32.4 
EBM‐F32  42.8  17.6  2.3  EBM‐352  89.5  51.0  31.9 
EBM‐F41  99.1  93.5  84.8  EBM‐353  72.2  36.1  27.9 
EBM‐F002  90.6  81.3  77.0  EBM‐354  85.1  61.2  39.6 
EBM‐F003  81.8  64.0  14.7  EBM‐355  96.8  95.4  94.5 
EBM‐002  99.6  99.3  98.2  PVL‐134  98.6  91.8  28.0 
EBM‐011  99.3  45.6  10.0  PVL‐139  SE  ‐  ‐ 
EBM‐012  SE  ‐  ‐  PVL‐141  71.7  32.1  1.8 




1µM.  La actividad de estos 26  compuestos  fue evaluada  frente a amastigotes de  L. 
infantum  y, para determinar  su  citotoxicidad,  frente  a  las  líneas  celulares humanas 













Compuesto  Promastigote  Amastigote Jurkat  IS  THP‐1  IS 
EBM‐T9  1.5 ± 0.1  > 25.0  2.3 ± 0.5  ‐  6.7 ± 0.3  ‐ 
EBM‐70a  2.1 ± 0.1  1.1 ± 0.1  11.3 ± 0.6  10  13.4 ± 0.7  12 
EBM‐78a  6.0 ± 0.2  14.7 ± 1.7  22.1 ± 1.2  1  > 25.0  ‐ 
EBM‐455  13.0 ± 0.2  21.0 ± 1.0  23.6 ± 0.9  1  > 25.0  ‐ 
EBM‐863  0.8 ± 0.1  0.1 ± 0.0  2.8 ± 0.4  28  2.6 ± 0.3  27 
EBM‐F41  0.6 ± 0.1  14.2 ± 2.2  6.4 ± 0.2  0  5.3 ± 0.5  ‐ 
EBM‐F002  0.5 ± 0.1  0.2 ± 0.0  > 25  > 147 4.2 ± 0.5  26 
EBM‐F003  5.3 ± 0.2  0.4 ± 0.0  9.2 ± 1.0  26  9.5 ± 1.2  27 
EBM‐002  0.5 ± 0.1  15.3 ± 1.4  0.9 ± 0.1  ‐  2.9 ± 0.1  ‐ 
EBM‐011  6.7 ± 1.0  14.0 ± 3.3  11.5 ± 0.3  1  20.5 ± 1.1  1 
EBM‐23  4.6 ± 0.5  4.0 ± 0.3  4.0 ± 0.2  1  3.4 ± 0.1  1 
EBM‐24  0.6 ± 0.1  0.4 ± 0.1  4.6 ± 0.4  12  0.1 ± 0.0  ‐ 
EBM‐54  13.9 ± 1.4  11.1 ± 1.5  4.8 ± 0.3  ‐  0.6 ± 0.0  ‐ 
EBM‐T60  4.2 ± 0.3  3.0 ± 0.5  8.8 ± 1.5  3  5.9 ± 1.4  2 
EBM‐71a  2.1 ± 0.1  0.3 ± 0.1  > 25.0  > 147 0.2 ± 0.0  ‐ 
EBM‐T76h  8.8 ± 1.3  0.7 ± 0.1  15.8 ± 0.6  21  13.0 ± 1.6  17 
EBM‐T78d  8.1 ± 1.2  > 25.0  12.9 ± 1.3  ‐  13.3 ± 0.4  ‐ 
EBM‐T82c  3.1 ± 0.3  > 25.0  2.9 ± 0.3  ‐  2.7 ± 0.1  ‐ 
EBM‐348  4.4 ± 0.1  0.7 ± 0.1  20.6 ± 1.3  30  16.5 ± 0.6  24 
EBM‐349  3.4 ± 0.2  1.7 ± 0.1  4.8 ± 0.3  3  0.1 ± 0.0  ‐ 
EBM‐352  4.7 ± 0.2  0.1 ± 0.0  21.0 ± 2.7  234  0.1 ± 0.0  1 
EBM‐353  12.8 ± 1.8  0.1 ± 0.0  0.5 ± 0.1  4  0.6 ± 0.1  4 
EBM‐354  2.9 ± 0.3  0.7 ± 0.1  23.1 ± 1.3  34  0.1 ± 0.0  ‐ 
EBM‐355  0.2 ± 0.1  > 25.0  > 25.0  ‐  0.1 ± 0.0  ‐ 
PVL‐134  2.4 ± 0.1  > 25.0  3.2 ± 0.2  ‐  4.5 ± 0.5  ‐ 
PVL‐141  16.3 ± 0.9  > 25.0  13.5 ± 1.0  ‐  12.9 ± 0.1  ‐ 
Edelfosina  3.6 ± 0.2  0.8 ± 0.1  12.2 ± 2.4  15  5.0 ± 0.2  6 





EBM‐352  >  EBM‐F002,  EBM‐71a  >  EBM‐354  >  EBM‐348  >  EBM‐863  >  EBM‐F003  > 
EBM‐T76h > EBM‐24 > EBM‐70a, mientras que para  las THP‐1  son EBM‐863, EBM‐
F003 >EBM‐F002 > EBM‐348 > EBM‐T76h > EBM‐70a. Todos éstos presentan mejores 
IS que miltefosina  y edelfosina para  Jurkat  y THP‐1 a excepción de  los  compuestos 
EBM‐70a y EBM‐24 para el caso de las células Jurkat. 
La actividad  leishmanicida de  las diez moléculas más activas  fue evaluada, mediante 
citometría  de  flujo,  en  macrófagos  infectados.  Macrófagos  THP‐1  infectados  con 
amastigotes  de  L.  infantum  que  expresan  la  eGFP  fueron  tratados  con  dichos 
compuestos durante 48 horas. De éstos, sólo  los compuestos EBM‐70a, EBM‐F002 y 
EBM‐F003 demostraron tener una actividad leishmanicida en macrófagos infectados. 

































Figura  15.  Actividad  de  las mejores  sales  de  azaquinilizinio  en macrófagos  THP‐1  infectados  con 
amastigotes. A: Porcentaje de macrófagos THP‐1 mostrando  fluorescencia verde  tras 48 horas de 
tratamiento con DMSO, edelfosina 3µM, compuesto EBM‐70a 3µM, compuesto EBM‐F002 3µM o 
compuesto  EBM‐F003  3µM.  La  fluorescencia  verde  es  debida  a  la  presencia  dentro  de  los 
macrófagos de amastigotes de L. infantum expresando la eGFP. B: Intensidad media de fluorescencia 
(IMF) verde de los macrófagos THP‐1 que contienen amastigotes expresando eGFP, tras 48 horas de 
tratamiento  con DMSO  (C), edelfosina 3µM  (E),  compuesto EBM‐70a 3µM,  compuesto EBM‐F002 













el  tratamiento  con  edelfosina  lo que  equivale  a una  caída  en  la  infección del 80%, 
mientras que con los compuestos EBM‐70a, EBM‐F002 y EBM‐F003 la reducción en la 
infección es del 74, 76 y 90% respectivamente (Fig. 15A). No se observó una reducción 
significativa  con el  resto de  compuestos  (datos no mostrados). Además, el número 
medio  de  parásitos  dentro  de  las  células  que  se mantienen  infectadas  se  reduce 
significativamente tras el tratamiento con el compuesto EBM‐70a (50% de reducción), 
EBM‐F003  (34%  de  reducción)  y  EBM‐F002  (25%  de  reducción),  siendo  los  dos 
primeros  tanto  o  más  efectivos  que  la  edelfosina  (34%  de  reducción),  como  se 






































Para construir el modelo de  la TryR se utilizó el programa SWISS‐MODEL  171,  172  (fig. 
17). 
 
Figura 17. Modelo por homología de  la TryR de L  infantum basado en  la enzima de C.  fasciculata 









        G = Egas + Gsol – TS 
          Egas = Eint + Eele + Evdw 
            Eint = Eenlace + Eángulo + Etorsión 
          Gsol = GGB + Gno‐polar 





Assisted  Model  Building  with  Energy  Refinement,  194como  la  suma  de  la  energía 
interna (Eint), que a su vez se descompone en la suma de la energía de enlaces (Eenlace), 
ángulos de enlace  (Eángulo) y ángulos diedros  (Etorsión), más  las energías no enlazadas 
tanto coulómbicas (Eele) como de van der Waals (Evdw). La energía de solvatación (Gsol) 
se descompone en contribuciones polares y no polares. La contribución polar (GGB) se 
calcula  resolviendo  la  ecuación de Born  195, mientras que  la  contribución  apolar  se 
estima a partir de la superficie accesible al disolvente, SASA 196. γ es la constante de la 
tensión  superficial.  T  y  S  son  la  temperatura  y  la  entropía  respectivamente.  S  se 
calcula habitualmente haciendo uso de  la estadística clásica y análisis de  los modos 




Se  realizó  utilizando  el  programa  NACCESS  173  (http://www.bioinf.manches‐













































































































Mediante  el  programa  AMBER  (http://ambermd.org/),  se  calcularon  las 



























































































































































































Se observó que hay  tres  residuos que destacan simultáneamente en dos de  los  tres 
parámetros  estudiados  (tabla  1)  por  lo  que,  a  priori,  parecen  claves  para  la 



















































En primer  lugar,  la  secuencia  codificante de  la  TryR  fue  amplificada mediante PCR, 
tomando como molde el ADN genómico de nuestra cepa de L. infantum. El producto 
de  PCR  fue  purificado,  doblemente  digerido  con  las  endonucleasas  de  restricción 
BamH  I y Hind  III y clonado en el vector de expresión de proteínas pRSET A digerido 
con las mismas endonucleasas.  
Con objeto de determinar  la  importancia de  los tres residuos que parecen contribuir 
en mayor medida a  la energía de dimerización de  la TryR,  se utilizaron  técnicas de 
mutagénesis dirigida para crear tres mutantes, una por cada residuo, en las que cada 
uno  de  ellos  se  sustituyó  por  una  alanina.  Las mutantes  generadas  se  denominan 
W81A, E436A y Q439A. La secuencia de ADN codificante para cada una de las formas 
















marcador  de  pesos  moleculares;  1:  preinducción;  2:  postinducción  (1mM  IPTG,  temperatura 
ambiente, 16h); 3: fracción insoluble; 4: fracción soluble. PM (TryR) = 53 kDa. 
Una vez establecidas  las condiciones óptimas de expresión, se pasó a purificar cada 
proteína mutante  en  un  cultivo  de  0.4L  de  bacterias.  La  purificación  se  realizó  en 
condiciones  nativas  y mediante  cromatografía  de  afinidad  utilizando  una  resina  de 
sefarosa acoplada a ácido nitrilotriacético‐níquel (Ni‐NTA) en la que quedan retenidas 
las proteínas mediante la cola de 6 histidinas o His‐tag que se les incorpora durante su 
expresión  en  el  vector  pRSET  A.  La  elución  de  las mismas  se  realizó  utilizando  un 










Figura  23.  Columna  de  cromatografía 
cargada  con  resina  de  sefarosa‐Ni‐NTA  de 


























Los  ensayos  de  actividad  de  la  TryR  han  estado  históricamente  limitados  desde  el 
punto  de  vista  económico  dado  el  elevado  precio  del  tripanotión  oxidado  (TS2), 
sustrato  natural  de  la  TryR;  debido  a  esto,  se  planteó  175  un  ensayo  en  el  que  la 
reducción  del  mismo  por  parte  de  la  TryR,  se  acopla  a  la  reducción  del  ácido 
ditionitrobenzóico  (DTNB)  a  ácido  2‐nitro‐5‐mercaptobenzóico  (TNB).  En  estas 
condiciones  el  tripanotión  reducido  [T(SH)2]  producido  por  la  TryR  se  oxida 






















de 13484 M‐1∙cm‐1 a 412 nm, el progreso de  la  reacción puede  seguirse  fácilmente 
analizando la absorbancia de la solución a 412 nm. 
Tradicionalmente el progreso de  la reacción de reducción del tripanotión oxidado se 




la  misma  molécula  de  TS2  se  generan  dos  de  TNB.  Dadas  las  diferencias 
estequiométricas  y  de  los  coeficientes  de  absorción molar  de  cada  cromóforo,  al 
medir la actividad de la TryR mediante la aparición del TNB, la sensibilidad del ensayo 
se multiplica por cuatro. 
La  actividad  de  la  proteína  silvestre  y  de  las  tres  formas mutantes  se  determinó 
mediante un ensayo enzimático con TryR 7.5 nM (WT, W81A, E436A o Q439A), HEPES 
40 mM pH 7.5, EDTA 1 mM, NADPH 0.15 mM y DTNB 25 µM en el que se disparó  la 



































Se  observó  que  la mutante Q439A  no  ve  prácticamente  afectada  su  actividad  con 
respecto  a  la  proteína  silvestre,  la W81A  pierde  parte  de  la  actividad  y  la  E436A 
resulta prácticamente inactiva. 
2.5.  Estudio cinético de  las  reacciones catalizadas por TryR WT y  las mutantes 
W81A, E436A y Q439A. 
Se  realizaron  experimentos  de  actividad  enzimática  (fig.  12)  con  distintas 
concentraciones de TS2 (5 µM, 15.625 µM, 31.25 µM, 62.5 µM, 125 µM, 250 µM, 500 
µM  y  1 mM)  para  determinar  los  parámetros  cinéticos  de  constante  de Michaelis‐
Menten (Km) y velocidad máxima (Vmax). La Vmax de una enzima es la velocidad máxima 
en  la  formación de producto, velocidad  constante que  se alcanzaría en  condiciones 
saturantes de sustrato. La Km es la concentración de sustrato a la que se alcanza una 
velocidad que es  la mitad de  la Vmax. Se puede aplicar Michaelis‐Menten porque en 
todo momento,  en  la  escala  de  tiempo  analizada,  la  concentración  de  sustrato  es 
mucho mayor que  la de  la enzima y  la  concentración del  complejo enzima‐sustrato 
puede  considerarse  constante.  Además,  es  útil  determinar  una  constante  más 
general,  el  número  de  recambio  (kcat),  que  se  define  como  la  cantidad  de  sustrato 
transformado por unidad de tiempo cuando la enzima está saturada del mismo. En el 
modelo de Michaelis‐Menten  kcat  equivale  a  k2,  es decir,  a  la  velocidad  con que  la 




eficiencia  catalítica de una  enzima  se determina  la  constante  específica, que no  es 
más que el cociente entre kcat y Km. El valor máximo de esta constante se alcanza en 




está en el  rango de 108‐109 M‐1∙s‐1. Por  tanto,  cuanto mayor  sea el valor de kcat/Km 













Tabla  8.  Parámetros  cinéticos  de  TryR  silvestre  y mutantes.  Km:  constante  de Michaelis‐Menten. 
Vmax: velocidad máxima de la reacción. kcat: número de intercambio. kcat/Km: constante específica. 
TryR  WT  W81A  E436A  Q439A 
[TryR] (µM)  0,0075  0,0075  0,0075  0,0075 
Km (µM)  20,64  49,27  192,22  25,30 
Vmax (maU∙s
‐1)  0,0228  0,0125  0,0006  0,0308 
kcat (s
‐1)  30,22  16,57  0,80  40,83 
kcat/Km (µM‐1∙s‐1)  1,464  0,336  0,004  1,614 
Ratio mutante / WT  1,000  0,230  0,003  1,102 
 
Como  podemos  observar,  la mutante W81A  presenta  un  número  de  recambio  de 
aproximadamente  la mitad del valor de  la proteína WT y una eficiencia  catalítica 4 
veces menor.  Por  el  contrario,  la Q439A  tiene  unos  parámetros  cinéticos  bastante 
similares a los de la WT, indicando que la mutación de este residuo no parece afectar 






Nuestros  resultados  confirman que el  residuo E436 es  clave para  la actividad de  la 
TryR,  pero  todavía  no  permiten  determinar  si  la  perdida  de  actividad  es  debida  a 



























































































Figura  28.  Espectros  de  dicroísmo  circular  de  las  distintas  TryR  (A: WT;  B: W81A;  C:  E436A;  D: 



















su  cadena  polipeptídica.  Como  las  proteínas  se  tratan  con  un  agente  reductor, 
rompiéndose  todos  los puentes disulfuro que pueda haber  y  se desnaturalizan  con 
calor, la TryR en estas condiciones migra como un único monómero de 53 kDa. Ahora 
bien,  si  la  electroforesis  se  realiza  en  condiciones  nativas  sin  SDS  ni  agentes 
reductores y sin hervir la muestra, la proteína se mantendrá en su estado nativo y su 


















nativa  (A) y en  condiciones desnaturalizantes  (B) de 5 µg de TryR WT  (1), W81A  (2), E436A  (3)  y 
Q439A (4) respectivamente. La flecha roja indica la presencia de una banda extra para la E436A y la 
W81A, aunque más débil, respecto a la WT. M: Marcador de pesos moleculares. 
En  el  gel  correspondiente  a  la  electroforesis  en  condiciones  nativas  (fig.  29A)  se 
observa que mientras que sólo aparece una banda para  las proteínas WT (carril 1) y 
Q439A (carril 4), hay una banda extra muy clara en la E436A (carril 3) que también se 
aprecia,  aunque  mucho  más  sutilmente  en  la  W81A  (carril  2).  Cuantificando  por 
densitometría y normalizando respecto a la única banda de la WT, la banda extra que 






electroforesis  en  condiciones  desnaturalizantes  se  observa  una  única  banda  para 
todas las proteínas, lo que descarta la posibilidad de que alguna de ellas pueda haber 
sido  digerida  parcialmente  (fig.  29B).  Dado  que  los  resultados  obtenidos  en  los 
espectros  de  dicroísmo  circular  indican  que  no  hay  cambios  sustanciales  en  la 
estructura de ninguna de  las mutantes, parece razonable  interpretar  la existencia de 









‐ Velocidad de  sedimentación:  técnica hidrodinámica  sensible a  la masa  y  la 
forma.  Se  someten  las  muestras  a  un  elevado  campo  centrífugo  de  tal 
manera que  la fuerza de centrifugación es mayor que  la de difusión, por  lo 
que  existe  un  transporte  neto  de material  hacia  el  fondo  de  la  celda.  La 
migración de las proteínas va quedando registrada por una serie de medidas 
de  absorbancia  a  distintas  longitudes  de  onda  y  a  intervalos  regulares  de 
tiempo. Las macromoléculas se  fraccionan así en  función de  su coeficiente 




a  la masa. Se  realiza a velocidades  inferiores, donde  se  igualan  las  fuerzas 
opuestas  de  centrifugación  y  difusión  (condición  de  equilibrio).  En  estas 
condiciones,  las  especies  macromoleculares  se  distribuyen  formando  un 
gradiente  de  concentración  que  se  caracteriza  porque  a)  no  varía  con  el 
tiempo, b) es  independiente de  las propiedades hidrodinámicas  (forma) de 
las macromoléculas  y  c)  depende  únicamente  de  la masa molecular  de  la 
especie que  sedimenta.  Esta  técnica permite  la determinación de  la masa 









y  reversibilidad)  de  las  asociaciones  que  dan  lugar  a  la  formación  de 
complejos macromoleculares en disolución. 
Se realizaron experimentos de velocidad de sedimentación para las cuatro proteínas a 










































dicha  conformación  dimérica  para  que  sea  capaz  de  unir  las moléculas  de  FAD,  se 
















































el monómero  complementario,  pero  cabe  la  posibilidad  de que  además  exista  una 
interacción covalente de tipo puente disulfuro entre las C444 de cada monómero (ver 
apartado  2.2.2.).  Para  elucidar  si  esto  es  así, nos propusimos  generar una  serie de 
mutantes de la TryR nuevas; además, nos planteamos generar una mutante nueva del 





El  proceso  de mutagénesis  dirigida,  clonaje,  expresión  y  purificación  de  las  nuevas 
mutantes  fue  análogo  al  llevado  a  cabo para  las  anteriores  (ver  apdo. 2.3.),  con  el 
único  inconveniente de que  la E436K  resulta ser una proteína mucho más  insoluble 
que el resto; aún así se obtuvo suficiente cantidad como para poder ser purificada. 
2.7.2. Caracterización enzimática de TryR E436K, C444S y E436A/C444S. 
La  actividad  enzimática  de  las  nuevas mutantes  se  caracterizó  (fig.  32)  de  forma 









constante  de  Michaelis‐Menten.  Vmax:  velocidad  máxima  de  la  reacción.  kcat:  número  de 
intercambio. kcat/Km: constante específica. 
TryR  WT  E436A  E436K  C444S  E436A/C444S 
[TryR] (µM)  0,0075  0,0075  0,0075  0,0075  0,0075 
Km (µM)  20,64  192,22  4,34  20,17  60,37 
Vmax (maU∙s
‐1)  0,0228  0,0006  0,0001  0,0191  0,0002 
kcat (s
‐1)  30,22  0,80  0,1  25,32  0,27 
kcat/Km (µM‐1∙s‐1)  1,464  0,004  0,024  1,255  0,004 












Por otra parte,  el  cambio de  la C444  a  serina  sólo parece  afectar  ligeramente  a  la 
actividad de  la enzima, puesto que tanto su número de recambio como su eficiencia 
catalítica son muy similares a  los de  la TryR WT. Ahora bien, en el caso de  la doble 
mutante,  el  añadir  la mutación  C444S  a  la  E436A  genera  una  TryR  con  la misma 
eficiencia catalítica, pero con un número de recambio aún más bajo, de menos de  la 
mitad del observado para  la E436A,  lo que nos dice que  la E436A/C444S es capaz de 
reducir menos de la mitad del tripanotión que reduce la E436A en el mismo tiempo. 
2.7.3.  Estudio  del  plegamiento  y  oligomerización  de  TryR  E436K,  C444S  y 
E436A/C444S. 
Previamente a los estudios de oligomerización de las nuevas mutantes, se comprobó 
mediante dicroísmo circular que  las  tres estaban correctamente plegadas  (datos no 















nativa  (A) y en  condiciones desnaturalizantes  (B) de 5 µg de TryR WT  (1), E436K  (2), C444S  (3) y 










únicamente  la banda correspondiente a  la proteína dimérica. En el caso de  la doble 
mutante E436A/C444S (carril 4) se mantiene el patrón de dos bandas correspondiente 
a monómero y dímero de TryR ya observado en la E436A. Al realizar la electroforesis 
en  condiciones desnaturalizantes,  se observa que,  en  el  carril  correspondiente  a  la 







































determinó que,  si bien para  la  E436A  tenemos un 22% de monómero,  al  añadir  la 
mutación C444S la población monomérica prácticamente se duplica hasta alcanzar un 
42% del total, quedando tan solo un 46% de especie dimérica. 






























hasta  un  45% menos  de  FAD  que  la WT  y  aproximadamente  un  30% menos  que 
E436A.  Cabe  destacar  así mismo  el  caso  de  la  E436K,  que  resulta  la  proteína  con 
menor  capacidad  para  unir  FAD,  hasta  un  73% menos  que  la WT,  lo  que  podría 
















hélice  (péptido  1).  Dado  que  entre  las  C444  se  podrían  formar  puentes  disulfuros 
intermoleculares que podrían afectar a  la  inhibición de  la dimerización,  se propuso 
sintetizar otro péptido en el que se cambia dicho residuo por serina (péptido 2). Estos 
dos péptidos  llevan  los extremos amino y carboxilo  libres,  lo que puede favorecer  la 
degradación  de  los mismos  por  acción  de  proteasas.  Debido  a  esto,  se  diseñó  un 
tercer péptido  igual que el 2, pero  con  los extremos protegidos: el extremo  amino 
acetilado  y  el  carboxilo  en  forma  de  amida  (péptido  3).  Por  último,  se  diseñó  un 
cuarto péptido que tuviera la secuencia mínima para mantener la helicidad del mismo 
(verificado con el programa AGADIR, http://agadir.crg.es/), también con los extremos 





















La  actividad  de  la  enzima  silvestre  en  presencia  de  los  posibles  inhibidores  se 
determinó de  forma análoga a  los ensayos de actividad anteriores: TryR WT 75 nM, 
HEPES 40 mM pH 7.5, EDTA 1 mM y NADPH 0.15 mM,  con  la diferencia de que  se 
preincubó la proteína con cada uno de los péptidos a 25 µM o con DMSO (solvente de 
los péptidos), durante una hora con agitación. Se añadió el DTNB 25 µM y se disparó 


















































































una  vez  más,  no  sabemos  si  estamos  inhibiendo  la  dimerización  de  la  proteína. 
Necesitamos  diseñar  un  ensayo  de  dimerización  que  nos  permita  determinar  la 
influencia de nuestro péptido en este proceso. Para ello nos basamos en un método 
descrito por Sluis‐Cremer et al.  197. En pocas palabras,  la  técnica  se basa en marcar 
una  TryR WT  con  un  FLAG‐tag  y  ponerla  en  contacto  con  otra  TryR WT  que  está 
marcada con His‐tag. El proceso de dimerización es un equilibrio entre los dímeros y 
los respectivos monómeros. Si dejamos las dos TryR en contacto el tiempo suficiente y 
en  las  condiciones  adecuadas,  se  formará  un  determinado  porcentaje  de 
heterodímero  (el  término  heterodímero  se  refiere  tan  sólo  a  la  presencia  de  tags 
distintos en cada monómero ya que, a excepción de los tags los dos monómeros son 
idénticos) que portará tanto el His‐tag, como el FLAG‐tag (fig. 38A). Después, en una 
placa  tapizada  con  un  anticuerpo  anti‐FLAG  retendremos  selectivamente  sólo  las 
proteínas  que  tengan  dicho  tag,  tanto  el  homodímero  FLAG‐tag/FLAG‐tag  como  el 
heterodímero  FLAG‐tag/His‐tag.  Por  último  realizaremos  un  ensayo  por 
inmunoabsorción  ligada a enzimas (ELISA) con un anticuerpo anti‐His, de tal manera 
que detectaremos de forma selectiva el heterodímero (fig. 38B). 















































por PCR de  las colonias para determinar cuáles habían  incorporado  la construcción, 
seleccionando  una  positiva,  se  purificó  el  ADN  del  plásmido  y  con  el  mismo 
transformamos  la  cepa  de  expresión  Rosetta  de  E.  coli.  Se  realizó  un  cultivo 
preparativo  de  las  mismas,  induciendo  la  expresión  de  una  forma  análoga  a  la 
utilizada para las anteriores mutantes y se realizó una purificación por cromatografía 





Figura  40.  Gel  de  poliacrilamida 
teñido  con  azul  de  Coomasie, 
correspondiente  a  la  electroforesis 
de  las muestras  de  la  purificación 
de  la  proteína  FLAG‐TryR.  M: 
marcador de pesos moleculares; 1: 































































tal  y  como  se esperaba,  con  la  incubación durante 16 horas  a 37ºC  se produce un 
intercambio de subunidades entre los dímeros que conduce a la aparición de dímeros 
mixtos FLAG‐TryR/His‐TryR que quedan retenidos en la placa tapizada con anti‐FLAG y 
son  luego detectados  con anti‐His. El  revelado  con anti‐T7  (columnas  rojas) verificó 
que este  incremento de  la señal no se debe a una mayor cantidad de proteína en el 
















































mediante  ELISA  de  la  cantidad  de  heterodímero  FLAG‐TryR—His‐TryR  formado  en  presencia  de 




















FLAG‐TryR,  evitándose  de  esta  manera  la  formación  de  este  tipo  de  dímero  y 
reduciéndose por tanto la cantidad de proteína con T7 presente en la placa. 
2.8.4.  Efecto  leishmanicida  del  péptido  3  en  infecciones  de  macrófagos  con 
amastigotes. 
Nuestros resultados indican que hemos sido capaces de diseñar un péptido capaz de 
inhibir  la dimerización y por tanto  la actividad de  la TryR de L.  infantum. ¿Tiene este 
péptido un efecto leishmanicida? En primer lugar realizamos un ensayo de viabilidad 
incubando  los  amastigotes  de  Leishmania  y  los  macrófagos  THP‐1  con 
concentraciones  crecientes  de  dicho  péptido. No  se  observa  toxicidad  alguna  para 
ninguno de ellos (resultados no mostrados). Es posible que para que el péptido pueda 
ejercer  un  efecto  tóxico,  los  amastigotes  tengan  que  estar  sometidos  a  un  estrés 
oxidativo del que les sea más difícil escapar, al tener inhibida la funcionalidad de una 
de  las  proteínas  involucradas  en  las  rutas  de  detoxificación.  Para  elucidar  esta 
cuestión, procedimos a realizar infecciones de macrófagos THP‐1 con amastigotes de 
L.  infantum  que  expresan  la  proteína  eGFP.  Se  trataron  los  macrófagos  con 
concentraciones  crecientes  del  péptido  3  y,  a  las  48  horas,  se  estudió  tanto  el 





















































de macrófagos  THP‐1  que  emiten  fluorescencia  verde  tras  48  horas  de  tratamiento  con  DMSO, 
péptido 3 a 5.0, 12.5 y 25.0 µM y edelfosina 3 µM respectivamente. La fluorescencia verde es debida 






células  control  tratadas  exclusivamente  con  DMSO  están  infectadas,  este  valor 
disminuye  hasta  el  15%  en  las  células  tratadas  con  una  concentración  25  µM  de 
péptido  3,  lo  que  supone  una  reducción  del  65%  en  las  tasas  de  infección.  Es 
destacable  que  a  esta  concentración  no  se  observa  citotoxicidad  alguna  en  los 
macrófagos. De la figura 28 se deduce también un claro aumento del efecto protector 
del péptido 3 en función de su concentración. 
El  análisis  de  la  intensidad  media  de  fluorescencia  de  las  células  infectadas  se 
incrementa sorprendentemente según aumenta  la concentración del péptido 3. Este 
resultado podría  ser  interpretado  inicialmente  como un  aumento  en  el número de 
amastigotes  presentes  en  los  macrófagos  que  se  mantienen  infectados  tras  el 
tratamiento.  Sin  embargo  un  análisis  detallado  de  los  resultados  indica  que  el 
aumento  de  la  señal  fluorescente  debe  considerarse  debido  a  la  emisión  de 
fluorescencia por el propio péptido, tal y como se deduce del hecho de que el citado 






















































Jamás  hemos  tenido  un  arsenal  tecnológico  tan  sofisticado  para  tratar  las 
enfermedades y aún así, el vacío de su repercusión en  la salud se va haciendo más y 
más grande, Esto es  inaceptable. Este  ruego,  reivindicando  llenar el vacío existente 
países  ricos  y  pobres,  fue  pronunciado  por Margaret  Chan  en  su  primer  discurso 
oficial como Directora General de la OMS en agosto del 2007. El drama reside en que 
es una reivindicación se une  las que vienen sosteniendo sus antecesores en el cargo 
durante  los  últimos  treinta  años.  Según  datos  de  la  OMS  198,  las  enfermedades 
tropicales olvidadas  (NTD por el  inglés Neglected Tropical Deseases) afectan a 1.000 
millones  de  personas,  un  sexto  de  la  población  mundial,  produciendo  550.000 
muertes  al  año  199, por  lo que  representan uno de  los mayores  retos  a  los que  se 
enfrenta la ciencia y la salud pública. A pesar de ello, el grifo de producción de nuevos 
fármacos  para  el  tratamiento  de  las  NTD  está  prácticamente  cerrado.  No  es  un 
problema de falta de recursos en  la  investigación básica, que es de alta calidad, sino 
del  proceso  de  trasladar  los  resultados  de  esta  investigación  al  campo  del 
tratamiento, un proceso largo y costoso, que desalienta a las farmacéuticas a invertir 
en  el  desarrollo  de  fármacos  para  el  tratamiento  de  estas  enfermedades. Además, 
conviene  recordar  que  nuestra  “cultura  académica”,  enfocada  a  recompensar 





Concretamente,  Trypanosoma  es  responsable  de  la  enfermedad  de  Chagas  en 
Sudamérica  y  la  enfermedad  del  sueño  en  África,  mientras  que  Leishmania  es 
responsable de  los distintos  tipos de  leishmaniasis que  son endémicas en 88 países 
distribuidos en África, sur de Asia y Latinoamérica. A pesar de sus terribles índices de 
mortalidad,  son  poco  o  nada  conocidas  en  el  mundo  occidental.  Los  fármacos 
disponibles para el  tratamiento de estas enfermedades son escasos,  tóxicos y en su 
mayoría  con décadas de  antigüedad,  lo que unido  a  la mala praxis ha originado  la 
aparición  de  parásitos  resistentes  a  los  distintos  fármacos.  En  estos momentos,  la 
terapia  combinada de  los mismos  es  la única  solución  factible para  combatir  estas 
enfermedades, ya que se consigue mejorar  la eficacia de  los  fármacos, disminuir su 





En  el  caso  concreto  de  la  leishmaniasis  y  de  cara  al  futuro  más  inmediato,  las 
perspectivas  según  la OMS  no  son  nada  halagüeñas  ya  que,  al  no  existir  en  estos 
momentos ningún nuevo candidato susceptible de entrar en ensayos clínicos, no se 
prevé el desarrollo de ningún fármaco anti‐Leishmania nuevo en la próxima década.  
La  necesidad  de  desarrollar  nuevos  tratamientos  seguros,  eficaces  y  económicos 
contra  las  distintas  formas  de  leishmaniasis  constituye  el  leitmotiv  del  trabajo 
presentado en esta tesis. 
 




en síntesis, evaluar  la actividad  leishmanicida de más de 160 compuestos en  las dos 
etapas de su ciclo vital, esto es promastigotes y amastigotes, y probar su citotoxicidad 
en dos  líneas celulares humanas. Aún estando  lejos de  la capacidad de cribado de  la 
que disponen las grandes empresas farmacéuticas 200, no deja de ser reseñable que se 








Se  probaron  un  total  de  38  compuestos  con  Se,  divididos  en  selenocianatos  y 














6  de  ellos  también más  potentes  que  la  edelfosina  (1e,  1j,  2a,  2b,  2e  y  2k),  dos 
fármacos referencia por su actividad anti‐Leishmania 53, 201.  
En  lo que se refiere a  la toxicidad comparada entre parásitos y células humanas, 
los  índices  de  selectividad  de  los  diseleniuros  son  siempre mayores  que  los  de  los 




 Cuando  pasamos  a  evaluar  la  actividad  de  los  mejores  selenocianatos  y 
diseleniuros  en  macrófagos  infectados  con  amastigotes,  descubrimos  que  los 




tanto  el  compuesto  2a,  como  el  2b  disminuyen  un  75%  y  60%  el  porcentaje  de 
macrófagos  infectados,  llegando  a  niveles  cercanos  a  los  de  la  edelfosina  (90%  de 
reducción).  Además,  al  analizar  la  carga  parasitaria  de  los  macrófagos  que  se 
mantienen  infectados  tras el  tratamiento, observamos que 2a  la  reduce en un 30%, 
idéntico valor que el obtenido para edelfosina, y 2b  lo hace en un 18%  (fig. 12). Es 
muy posible que  la pérdida parcial de efectividad que se observa en  los compuestos 
en  los ensayos  sobre macrófagos  infectados  respecto de  la obtenida en  cultivos de 
amastigotes  in vitro sea debida a  la existencia de barreras  físicas y metabólicas que 
tienen  que  ser  superadas  por  cualquier  molécula  a  la  hora  de  ejercer  su  efecto 
leishmanicida dentro de un macrófago humano.  
Los  resultados  obtenidos  a  lo  largo  de  todo  el  proceso  de  cribado  ponen  de 
manifiesto que, dada la complejidad de los procesos que deben tener lugar hasta que 
un posible fármaco alcanza su diana, es relativamente frecuente que compuestos que 
tienen un excelente  comportamiento en  las primeras  fases de  cribado no  lleguen a 
consolidarse como buenos candidatos para el tratamiento de la enfermedad según los 
ensayos  se  acercan  progresivamente  a  la  situación  natural:  un  individuo  completo 
infectado  por  el  parásito.  En  este  sentido,  9  compuestos  mostraron  índices  de 
selectividad mejores  que  los  de miltefosina  en  los  ensayos  in  vitro.  Sin  embargo, 
ninguno  de  ellos  fue  capaz  de  superar  la  actividad  leishmanicida  de  edelfosina  en 






Tomados  todos  los  resultados  en  su  conjunto,  se  deduce  que  los  mejores 
compuestos son el 2a, con un sustituyente amino, y el 2b, con un sustituyente N, N‐















los  anillos  aromáticos  simples.  Concretamente,  el  compuesto  4,  un  derivado  de 
piridina no sustituido es muy activo frente a  la forma promastigote (más del 50% de 






















En  lo que se refiere a  la actividad  leishmanicida en macrófagos  infectados de  los 
alquil‐imidoselenocarbamatos más potentes, observamos que  tanto el compuesto 2 
como  el  4  tienen  un  efecto  protector  claro, moderado  en  el  caso  de  2  (13%  de 
reducción a  las 96h)  y  tan  solo  ligeramente  inferior  al de edelfosina  (reducción del 
87%)  en  4  (reducción  del  62%).  Además,  atendiendo  al  número  de  parásitos  que 
quedan  dentro  de  los  macrófagos,  para  los  compuestos  2  y  4  se  observa  una 
reducción del 26% y 35% respectivamente, siendo esta última una reducción similar a 
la alcanzada con edelfosina (fig. 13). 





sintetizan de una  forma simple y sencilla,  lo que puede ser  importante a  la hora de 
escalar el proceso con vistas al tratamiento de enfermedades que afectan a países en 
vías de desarrollo. 





a nuestros estudios de  citotoxicidad, presentan mejores  índices de  selectividad que 
los fármacos referencia empleados: edelfosina y miltefosina. 
Posteriormente,  al  evaluar  su  actividad  en  macrófagos  infectados  con 



















ellos  mantienen  dicha  actividad  en  macrófagos  humanos  infectados  con  esos 
amastigotes  sin  que  se  observe  toxicidad  alguna  en  los  macrófagos  humanos 
ensayados. Estos resultados abren  la vía para  futuros ensayos  in vivo y, además,  los 
compuestos EBM‐70a, EBM‐F002 y EBM‐F003 se pueden tomar como cabeza de serie 



























La  inhibición  del  proceso  de  dimerización  de  proteínas  como  terapia 





Gracias  a  la  red  de  colaboradores  establecida  entre  nuestro  grupo  de 
investigación, el Laboratorio de Modelado del Dr. Federico Gago en el departamento 
de Farmacología de  la Universidad de Alcalá y el grupo de  la Dra. Mª José Camarasa 






estructura  de  la  TryR  de  L.  infantum,  el  trabajo  sobre  la  TryR  comenzó  con  la 
elaboración de un modelo sobre la estructura de la proteína en base a su homología 
con otras proteínas descritas,  tomando  finalmente  como molde  la  estructura de  la 
TryR de C. fasciculata. Durante el periodo de desarrollo de la fase experimental de la 
presente  tesis,  la  estructura  de  la  enzima  de  L.  infantum,  obtenida  en  base  a 
experimentos  de  difracción  de  rayos  X,  ha  sido  publicada  47.  La  comparación  de 




cuáles  son  los  residuos  que,  para  cada monómero,  se  hallan menos  expuestos  al 





interacciones en  la  interfaz de dimerización de TryR  se evaluó mediante el uso del 






Al  contrastar  los  resultados  obtenidos  mediante  las  tres  aproximaciones 
computacionales pudimos observar que tres residuos destacan en al menos dos de los 
tres  parámetros  estudiados  como  parte  importante  de  la  energía  de  dimerización: 
W81, E436 y Q439. 
Concretamente,  el  W81  es  el  que  presenta  una  mayor  diferencia  entre  la 
superficie expuesta en el dímero y en los monómeros por separado. Estructuralmente 
se observa que este  residuo queda “enterrado” dentro de un nicho apolar  formado 
por  Y69, M70,  I73,  L88,  P90,  G209  y  Y210  del  otro monómero.  Por  su  parte,  el 
carboxilo del E436 de un monómero interacciona mediante puentes de hidrógeno con 
los NH  de  S464  y  A465  del  esqueleto  peptídico  del  otro monómero. De  la misma 
manera, el CO de  la Q439 de un monómero  interacciona  con el NH de  la V460 del 
otro. Una vez publicada la estructura de la proteína, se ha podido comprobar que los 
tres  residuos  (W81,  E436  y Q439)  están  implicados  en  la  estabilización  del  dímero 
mediante puentes de hidrógeno 47. 
Para verificar nuestra hipótesis acerca de la importancia de estos tres residuos en 
la  dimerización  de  la  TryR,  planteamos  la  generación  de  tres mutantes  en  las  que 
cambiábamos  cada  uno  de  éstos  por  una  alanina,  resultando  las  proteínas W81A, 
E436A y Q439A. Como una primera aproximación, estudiamos la actividad enzimática 
de las mismas, comparándolas con la de la TryR WT. Observamos que, mientras que la 
Q439A  presenta  unas  características  enzimáticas  similares  a  las  de  la  proteína 
silvestre,  tanto  la W81A  como  la  E436A  son menos  activas,  resultando  esta última 
mutante una enzima prácticamente inactiva. 
Ahora bien, la disminución en la actividad puede ser debida a que, efectivamente, 
hayamos  causado  una  pérdida  de  la  capacidad  del  enzima  para  dimerizar  o, 
simplemente,  a  que  las  mutaciones  generan  un  plegamiento  incorrecto  de  las 
proteínas.  Esto  último  fue  rápidamente  descartado  al  verificar  mediante 
experimentos de dicroísmo  circular que  tanto  la proteína  silvestre  como  las  cuatro 
mutantes,  no  sólo  estaban  correctamente  plegadas,  sino  que  además  tenían  un 
plegamiento prácticamente idéntico. 
Para estudiar el estado de oligomerización de una proteína existen multitud de 
técnicas  experimentales:  electroforesis  de  proteínas  en  condiciones  nativas, 









dinámica  de  la  luz, microscopía  electrónica,  espectrometría  de masas,  crosslinking 
químico,  etc.  En  nuestro  caso  nos  decantamos  por  estudiar  nuestras  proteínas 
mediante  las  dos  primeras.  Además,  dada  la  limpieza  y  sencillez  del  ensayo,  nos 
planteamos  complementar  el  estudio  cuantificando  mediante  espectroscopía  la 
cantidad de FAD que eran capaces de unir las distintas TryRs. 
Nuestros  resultados  indican  sin  ninguna  duda  que  la  TryR WT  purificada  por 
nosotros  se  encuentra, prácticamente  en  su  totalidad,  en  forma de dímero,  lo que 
concuerda con  los datos obtenidos por otros  investigadores mediante cromatografía 
de exclusión molecular 47. Los mismos resultados se obtienen para las mutantes W81A 














monomérica,  dímero  y  agregados  proteicos mayores.  Además  es  capaz  de  unir  un 
73% menos de FAD que la enzima silvestre. De todo esto se deduce que esta mutación 
desestabiliza en gran medida a la TryR. 
Al  finalizar  el  estudio de  los hot‐spots de dimerización propuestos  inicialmente 
mediante cálculos informáticos, nos vemos en condiciones de certificar que uno de los 
tres (E436) efectivamente es un residuo clave para la dimerización de la TryR y otro de 
ellos  (W81),  aunque  no  se  muestra  imprescindible  para  el  mantenimiento  de  la 
estructura dimérica,  sí parece  relevante para el ajuste  fino de ambas  superficies de 
dimerización,  contribuyendo  de manera  efectiva  a  generar  la  estructura  necesaria 
para la correcta actividad del enzima. Debido a esto, planteamos que la inhibición de 






Dado  que  como  hemos  demostrado,  el  E436  es  un  residuo  clave  en  la 
dimerización de la TryR y ésta es una proteína fundamental para el control del estrés 
oxidativo  del  parásito,  nos  planteamos  diseñar moléculas  capaces  de  interaccionar 
selectivamente  con  la  zona  que  ocupa  dicho  residuo  e  inhibir,  de  esta manera,  la 
dimerización buscando generar una enzima monomérica y, por la tanto, inactiva. 
Dado que el E436 se encuentra dentro de una hélice α, diseñamos una serie de 
cuatro  péptidos  análogos  a  esta,  con  distintas  modificaciones  en  los  extremos  y 
distinta  longitud,  buscando  obtener  aquel  péptido  que  resulte más  estable  como 
hélice  α  y  además  sea  lo  más  resistente  posible  a  la  degradación  ejercida  por 
proteasas. 
Ya que habíamos puesto  a punto un  sencillo ensayo de  actividad TryR  in  vitro, 
inicialmente evaluamos la capacidad de cada uno de ellos para inhibir dicha actividad. 






TryR  con  el  péptido  3.  Los  resultados  obtenidos  indican  que,  efectivamente,  dicho 
péptido es capaz de  inhibir  la dimerización de  la enzima, observando de forma clara 
una relación dosis‐respuesta. 




probamos  su  efectividad  en  ensayos  de  toxicidad,  comprobando  que  es 
completamente inocuo tanto para amastigotes de Leishmania como para macrófagos 
humanos THP‐1. Es posible que el péptido sea incapaz de atravesar la membrana del 
parásito,  que  sea  degradado  rápidamente,  que  la  cantidad  de  TryR  que  inhiba  sea 
muy pequeña, o que los parásitos no necesiten mucha TryR activa en las condiciones 
del ensayo. 
Dado  que  no  esperamos  que  en  estas  condiciones  los  parásitos  se  encuentren 









efectividad  del  péptido  3  en  unos  amastigotes  que  estuvieran  sometidos  a  unas 
condiciones  más  agresivas.  Para  ello,  estudiamos  su  efecto  en  células  THP‐1 
infectadas con amastigotes que expresan la eGFP. En este caso sí que fuimos capaces 
de observar un claro efecto del péptido sobre los amastigotes intracelulares, ya que el 
porcentaje  de macrófagos  infectados  decae  claramente  tras  el  tratamiento  con  el 
mismo. Un  fenómeno  curioso es que  la  fluorescencia de  los macrófagos  infectados 
aumenta  al  tratarlos  con  el  péptido  3,  fenómeno  que  no  está  relacionado  con  un 
aumento del número de amastigotes intracelulares pues el aumento de fluorescencia 
se  observa  en  igual  o  incluso mayor medida  en macrófagos  no  infectados.  Estos 
resultados sugieren que el péptido presenta cierta fluorescencia, lo que podría ser de 
utilidad para determinar su localización intracelular mediante microscopía. 
Tenemos  en  nuestro  poder  un  péptido  que,  siendo  capaz  de  inhibir  la 
dimerización de la TryR in vitro, además ejerce un efecto leishmanicida en macrófagos 
humanos  infectados  con  amastigotes  de  L.  infantum.  Es  decir,  nuestro  péptido  es 
capaz  de  atravesar  las membranas  de macrófagos  y  amastigotes  e  inhibir  la  TryR 
dentro  del  parásito,  con  el  resultado  de  disminuir  la  capacidad  del  mismo  de 
defenderse de un ataque oxidante.  
Estos resultados abren toda una serie de vías de investigación de cara a 1) probar 
la  efectividad  del  péptido  3  en  un  modelo  animal,  como  pueden  ser  ratones 
infectados  con  amastigotes  de  L.  infantum,  2)  probar  la  efectividad  del  péptido  3 
frente  a  otros  parásitos  tripanosomátidos  como  por  ejemplo  el  Trypanosoma, 




reveló  la  existencia  de  dos  cisteínas,  una  correspondiente  a  cada monómero,  en 
posición 444 (C444) que se encuentran enfrentadas a una distancia de 3.33 Å. A pesar 
de  ser  una  distancia  ligeramente mayor  de  la  esperada  para  la  formación  de  un 
puente  disulfuro,  no  se  puede  descartar  la  posible  existencia  de  esta  interacción 
covalente entre  las dos monómeros que sería capaz de estabilizar  la forma dimérica 
de  la  proteína.  De  ser  así,  contradeciría  las  evidencias  experimentales  publicadas 
hasta  la  fecha que  afirman que,  tanto en  el  cristal de  la  TryR de  C.  fasciculata  207, 





Para  intentar  determinar  de  una  forma  indirecta  la  presencia  de  ese  puente 
disulfuro, nos planteamos generar dos mutantes: una en  la que sustituimos  la C444 
por una serina (C444S) y otra en la que realizamos la misma sustitución pero sobre la 
mutante  en  la  que  previamente  habíamos  cambiado  el  E436  por  una  alanina, 
obteniendo una doble mutante (E436A/C444S). 
Al  igual que hicimos para  las anteriores mutantes, en primer  lugar evaluamos  la 
actividad enzimática de  las nuevas proteínas, observando que el cambio de  la C444 
por  una  serina  no  afecta  en  absoluto  a  la  actividad  enzimática  ya  que  la mutante 







Una vez más, para descartar que  la caída en  la actividad de  la doble mutante se 
debiera a un defecto en el plegamiento, estudiamos mediante dicroísmo  circular  la 
estructura  secundaria  de  las  nuevas  mutantes,  verificando  que  ambas  estaban 
correctamente plegadas y con una estructura secundaría prácticamente  idéntica a  la 
de la TryR WT. 
Con  la  idea de determinar el estado de oligomerización de  las mutantes C444S y 
E436A/C444S,  volvimos  a  recurrir  a  experimentos  de  electroforesis  en  condiciones 
nativas,  ultracentrifugación  analítica  y  de  unión  de  FAD  por  cantidad  de  TryR.  Los 
resultados obtenidos no dejan  lugar a dudas:  la sustitución de  la C444 por serina no 




Estos  resultados  refuerzan nuestra  teoría de  la posibilidad de que  se  forme un 






























su  ciclo  vital  sufren  del  estrés  oxidativo  producido  por  el  sistema  inmune  del 
hospedador,  la C444 podría actuar como un “sensor biológico” tal que, si el entorno 
en el que se encuentra el parásito es reductor, sus tioles estén libres, permitiendo la 
existencia de un equilibrio entre  las  formas monomérica  y dimérica de  la proteína. 
Según  este modelo, un  aumento del  estrés oxidativo  conduciría  a  la  formación del 
puente disulfuro que  sacaría a  las  formas diméricas del equilibrio y conduciría a un 







1. Hemos  puesto  a  punto  un  método  de  cribado  de  alto  rendimiento  de 
compuestos  para  determinar  su  actividad  frente  a  promastigotes  y 
amastigotes  de  L.  infantum  en  cultivos  axénicos  así  como  su  toxicidad  en 
células humanas.  
2. Hemos  puesto  a  punto  un  método  de  cribado  de  alto  rendimiento  de 
compuestos para determinar su actividad en cultivos de macrófagos humanos 
infectados con amastigotes de L. infantum. 
3. Hemos  llevado  a  cabo  el  cribado  de  más  de  160  compuestos  tanto  en 
promastigotes y amastigotes de Leishmania, como en células Jurkat y THP‐1 
humanas. 
4. De  todos  los  compuestos  ensayados,  15 muestran  índices  de  selectividad 
mejores  que  los  de  miltefosina  y  edelfosina  en  los  ensayos  en  cultivos 
axénicos.  
5. De  estos  15  compuestos,  3  de  ellos,  las  sales  de  azaquinilizinio  EBM‐70a, 
EBM‐F002 y EBM‐F003 presentan una actividad  leishmanicida  igual o mayor 
que  la de  la edelfosina en macrófagos humanos  infectados con amastigotes. 
Esta alta actividad se complementa con una baja o nula citotoxicidad frente a 
células THP‐1 diferenciadas a macrófagos. 




8. El  péptido  Ac‐PEIIQSVGISMKM‐Amd  inhibe  la  dimerización  y,  tal  y  como 
esperábamos, la actividad de la TryR. 
9. Dicho  péptido  ejerce  una  actividad  leishmanicida  en macrófagos  humanos 
infectados con amastigotes. 
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